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Bliskovit napredek molekulske biologije nam omogoča enostavno sintezo poljubnih 
rekombinantnih molekul DNA, ki jih lahko učinkovito izkoriščamo za preučevanje 
fizioloških in patofizioloških molekulskih mehanizmov v organizmu. Proteini iz družine 
SOX so izjemno pomembni transkripcijski dejavniki, ki preko ojačevalnih in regulatornih 
regij uravnavajo izražanje številnih genov, pomembno vpletenih v nadzor celične delitve in 
sposobnosti diferenciacije v procesu razvoja zarodka. Njihova funkcija v organizmu je tako 
pomembna, da bi morebitne mutacije v genskem zapisu povzročile razvoj izjemno težkih 
in kompleksnih bolezenskih stanj.  
Glavni namen naloge je bil pripraviti ekspresijske plazmide s tehnologijo rekombinantne 
DNA in tako sklonirati tarčni kodirajoči zaporedji genov SOX5 in SOX6. Sintetizirane 
rekombinantne plazmidne molekule bodo v transfeciranih celičnih linijah omogočile 
sintezo označenih fuzijskih proteinov SOX5 in SOX6, ki ju bomo v nadaljnjih študijah 
uporabili za preučevanje vpletenosti v molekulske mehanizme uravnavanja izražanja 
tarčnih genov pri razvoju drugih bolezni. 
Rekombinantne plazmidne molekule smo sintetizirali tako, da smo v poliklonska mesta 
ekspresijskih vektorjev pFLAG-CMVTM-2 vstavili tarčni kodirajoči zaporedji genov SOX5 
in SOX6. V procesu klasičnega molekulskega kloniranja smo za rezanje plazmida in 
vključkov uporabili restrikcijski endonukleazi NotI ter KpnI, ki sta načrtno ustvarili 
komplementarne lepljive konce in tako zagotovili pogoje za vstavitev vključkov v rezane 
molekule vektorja. Po ligaciji smo rekombinantne plazmidne molekule ločili in namnožili 
na trdnem gojišču z ampicilinom. V zadnjem koraku smo ustreznost molekulskega 
kloniranja preverili s potrditveno restrikcijsko analizo in elektroforezo na agaroznem gelu 
ter določitvijo nukleotidnega zaporedja rekombinantnih DNA po Sangerju.  
Na podlagi rezultatov potrditvenih metod smo ugotovili, da je bilo kloniranje v obeh 
primerih uspešno. Dokončno potrditev smo dokazali z bioinformacijsko sekvenčno analizo 
pridobljenih rekombinantnih plazmidov, kjer smo dokazali približno 99 % ujemanje z 
ustreznima referenčnima različicama tarčnih kodirajočih zaporedij genov SOX5 in SOX6.  
Transkripcijski dejavniki iz družine SOX so zaradi svoje vsestranskosti in vpletenosti v 
številne fiziološke ter patofiziološke procese, primerni za nadaljnje raziskave, saj bi nam 
boljše poznavanje molekulskih mehanizmov lahko omogočilo odkritje novih označevalcev, 
terapevtskih tarč in inovativnih zdravilnih učinkovin.  





Molekulsko kloniranje, transkripcijski dejavniki, SOX5, SOX6, bioinformacijska 
sekvenčna analiza  
  





Rapid breakthrough of the molecular biology allows us simple and efficient synthesis of 
custom designed recombinant DNA molecules, which can be widely used for studying 
physiological and pathophysiological molecular mechanisms in the organisms. Proteins 
from the SOX family are remarkably important transcription factors, that play a significant 
role in regulation of the gene expression, through enhancer and regulatory regions and they 
are crucial in the control of cell fate decisions and the ability to differentiate during the 
embryo development process. Their function in the organism is so important, that potential 
mutations in the SOX genes, could lead to extremely complex and severe diseases.  
Main purpose of the Master's thesis was to synthesize expression plasmid vectors with 
recombinant DNA technology and successfully clone target coding regions of SOX5 and 
SOX6 genes. Synthesized recombinant plasmid molecules will, in transfected cell lines, 
produce tagged fusion SOX5 and SOX6 proteins, which are going to be used in the 
following studies for additional investigation of their involvement in the molecular 
mechanisms of gene expression regulation in connection to other diseases development.  
We synthesized our recombinant plasmid molecules in the way, that the target coding 
sequences of the SOX5 and SOX6 genes were precisely inserted into the polyclonal site of 
pFLAG-CMVTM-2 expression vectors. For cutting plasmids and insert molecules in the 
process of the convenient molecular cloning, we used NotI and KpnI restriction 
endonucleases, which generated complementary sticky ends for inserting the target gene 
coding sequences into cut vector molecules. After ligation, we selected and multiplied 
recombinant plasmid molecules on the growth medium with ampicillin. At the end, we 
confirmed molecular cloning with restriction analysis followed by an agarose 
electrophoresis and Sanger sequencing.  
Based on results of confirmatory methods we concluded, that molecular cloning was 
successful in both cases. Final confirmation was conducted by bioinformatic sequence 
analysis of the recombinant plasmids, where we proved approximately 99 % matching with 
applicable reference variants of the SOX5 and SOX6 gene coding sequences.  
Due to their versatility and involvement in many physiological and pathophysiological 
processes, transcription factors from the SOX family, are suitable for further research, 
because better understanding of their molecular mechanisms could lead us to discovery of 
new disease markers, therapeutic targets and innovative drugs. 





Molecular cloning, transcription factors, SOX5, SOX6, bioinformatic sequence analysis 
 
    





Ampr  gen za rezistenco na ampicilin 
bp  bazni par 
cDNA  komplementarna deoksiribonukleinska kislina 
CDS  kodirajoče zaporedje gena (angl. coding sequence) 
CIP  telečja alkalna fosfataza (angl. calf intestinal phosphatase) 
CMV  citomegalovirus 
DNA  deoksiribonukleinska kislina 
dsDNA dvojno verižna deoksiribonukleinska kislina (angl. double stranded DNA) 
HMG  visoko mobilna vezavna domena (angl. high mobility group) 
kb  kilobaza  
LB  gojišče Luria Bertani  
LBA  LB gojišče z dodanim ampicilinom 
MCS  poliklonsko mesto (angl. multiple cloning site) 
mRNA informacijska ribonukleinska kislina  
ORF  odprt bralni okvir (angl. open reading frame) 
PCR  verižna reakcija s polimerazo (angl. polymerase chain reaction) 
pre-mRNA primarni prepis informacijske ribonukleinske kisline 
RNA  ribonukleinska kislina 
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1 UVOD  
1.1 MOLEKULSKO KLONIRANJE  
1.1.1 Zgodovinski pregled  
 
Molekula deoksiribonukleinske kisline (DNA) je bila do začetka 70. let prejšnjega stoletja 
ena izmed najbolj zahtevnih za preučevanje, saj je na račun izjemno dolge in kemijsko 
enolične strukture onemogočala neposredno analizo. Raziskovalci so jo lahko analizirali le 
posredno preko proteinov, določanja nukleotidnega zaporedja ribonukleinskih kislin 
(RNA) ali z genetskimi preiskavami. Bliskovit razvoj molekulske biologije je tedanjo 
znanost obrnil na glavo, saj je molekula DNA postala ena izmed najbolj enostavnih za 
preučevanje [1, 2].   
Molekulsko kloniranje je revolucionarna tehnika, ki je omogočila hitrejšo in bolj 
učinkovito izdelavo pomnoženih kopij odsekov DNA, razvoj sodobnih genskih terapij, 
izdelavo novih generacij cepiv in je bistveno prispevala k izboljšanju procesov izdelave 
rekombinantnih proteinov [1, 2]. Temelje za razvoj molekulskega kloniranja je postavila 
revolucija v eksperimentalni biologiji iz začetka 60. let prejšnjega stoletja. V tem obdobju 
so se pojavile popolnoma nove tehnike, ki so bile dovolj prefinjene in zmogljive, da so 
omogočile načrtovanje ter izvedbo prej neizvedljivih eksperimentov. Mednje spada 
molekulsko kloniranje (npr. priprava rekombinantnih zdravilnih učinkovin, cepiv itd.), 
določanje nukleotidnega zaporedja (sekvenciranje), verižna reakcija s polimerazo (angl. 
polymerase chain reaction – PCR) in druge [1]. Izjemno pomembno je bilo odkritje 
osrednje dogme molekulske biologije, saj so znanstveniki natančno pojasnili vlogo genov 
ter mehanizem nastanka proteinov. Kmalu za tem je prišlo do treh prelomnih dogodkov, ki 
so postavili temelje za razvoj molekulskega kloniranja kot ga poznamo sedaj. Sprva so 
pojasnili, da je molekula DNA glavni vir genetskih informacij v celicah, nato so z jedrnim 
prenosom žabjih zarodnih celic izvedli prvo kloniranje živali in nazadnje so opredelili 
strukturo molekule DNA. Slednje je bilo eno izmed najpomembnejših odkritji v zgodovini 
molekulske biologije, saj je dalo vpogled v mehanizem podvojevanja, kar je bila ne 
nazadnje tudi osnova za razvoj PCR [3]. Prihajajoča leta so bila ključna, saj je prišlo do 
razcveta novih odkritij, ki so postavila temelje sodobni molekulski biologiji. Ledino so 
zorala odkritja encimov DNA ligaze in restrikcijskih endonukleaz ter izolacija prvega 
gena. Na podlagi znanj so v začetku 70. let prvič uspešno sintetizirali rekombinantno 
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molekulo DNA, sestavljeno iz SV40 virusne DNA, λ fagnih genov in galaktoznega 
operona bakterije E. coli [3]. V 80. letih je razvoj PCR povzročil ponovno revolucijo v 
molekulski biologiji. Zaradi svoje enostavnosti in zmogljivosti je postala nepogrešljiv del 
molekulskega kloniranja. Prav tako je omogočila vpeljavo analize molekul DNA izven 
tradicionalnih okvirjev medicine, kmetijstva in biotehnologije. Kot neposredna posledica 
iznajdbe PCR so se izoblikovala povsem nova področja, ki so omogočila natančneje 
preučevanje evolucije organizmov, vpliva okoljskih sprememb na biosfero in razvoj 
sodobne forenzike [1]. Poleg PCR je na nadaljnji razvoj molekulskega kloniranja močno 
vplivalo odkritje metode določanja nukleotidnega zaporedja DNA po Sangerju. Zaradi 
njune relativne enostavnosti in zmogljivosti sta nemudoma postali nepogrešljivi v sodobni 
molekulski biologiji [1, 3].  
1.1.2 Osnovni princip molekulskega kloniranja 
 
Klasično molekulsko kloniranje zajema zaporedje postopkov, s katerimi izolirano tarčno 
nukleotidno zaporedje DNA (gen, regulatorne regije idr.) s postopkom ligacije vstavimo v 
krožno molekulo vektorja (najpogosteje plazmida), pri čemer nam pomagajo encimi za 
kloniranje. Vektor vsebuje kratke regije (angl. multiple cloning site – MCS), v katerih se 
nahajajo cepitvena mesta za restrikcijske endonukleaze in tako zagotovijo predel za 
vstavitev vključka [1]. Sintetizirane rekombinantne molekule DNA s transfekcijo vnesemo 
v gostiteljski organizem, kjer se s pomočjo strukturnih in funkcionalnih elementov 
pomnožujejo neodvisno od jedrne DNA. V zadnjem koraku izkoristimo selekcijske 
mehanizme vektorja in tako ločimo uspešno transformirane gostiteljske celice od tistih, ki 
rekombinantne DNA niso sprejele (slika 1). Novonastala populacija omogoča učinkovito 
proizvodnjo velikih količin identičnih kopij rekombinantnih molekul DNA, sestavljenih iz 
kloniranega tarčnega nukleotidnega zaporedja (vključka) ter molekule vektorja [4, 5]. 
Razvoj in uporabo omenjenih postopkov so omogočila prebojna odkritja na področju 
molekulskega kloniranja v 60., 70. in 80. letih prejšnjega stoletja [5].  




Slika 1: Shema postopkov klasičnega molekulskega kloniranja. Prirejeno po [5]. 
 
1.1.2.1 Molekulsko kloniranje tarčnih genov  
 
Iz genskega zapisa v molekuli DNA nastajajo s procesom prepisovanja (transkripcije) 
primarni prepisi informacijske RNA (pre-mRNA), ki so nemudoma podvrženi izrezovanju 
in odstranitvi intronov ter drugih nekodirajočih zaporedij (dozorevanje), zato da nastanejo 
končne molekule mRNA. V prvem koraku tega procesa encimi RNA trifosfataza, RNA 
gvaniltransferaza in gvanin-N7 metiltransferaza katalizirajo vezavo 7-metilgvanozinske 
kapice na 5' konec, ki je zelo pomembna za stabilnost molekul mRNA [4]. Pogosto sledi 
proces alternativnega izrezovanja intronov in spajanja eksonov (angl. splicing), ki ga 
uravnava proteinski izrezovalno-povezovalni kompleks (angl. spliceosome). Nazadnje 
encim poliadenilat polimeraza na 3' konec doda poli(A) rep, ki je sestavljen iz številnih 
adenozinskih ostankov. Osrednjo dogmo molekulske biologije zaokrožuje proces 
prevajanja (translacije). V tem procesu se na ribosomih mRNA prevedejo v funkcionalne 
proteine [1, 2, 4].  
Za kloniranje tarčnih genov potrebujemo le končne molekule mRNA, ki jih v naslednjem 
koraku z reverzno transkriptazo prepišemo v komplementarno DNA (angl. complementary 
DNA – cDNA) [4]. Pred začetkom kloniranja običajno izdelamo knjižnico molekul DNA, 
saj je človeški genom sestavljen iz več dvajset tisoč genov [2]. Ločimo knjižnico 
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genomskih DNA in cDNA molekul. Z genomsko pripravimo zelo veliko število molekul 
DNA in zajamemo vse gene (tudi tarčne). Zaradi kompleksnosti človeškega genoma, se vsi 
geni ne izražajo v vseh celicah ob istem času, zato z reverzno transkriptazo v cDNA 
prepišemo le v določenem trenutku izražene mRNA in tako pripravimo knjižnico molekul 
cDNA. Nato z uporabo PCR osamimo in hkrati pomnožimo le tarčna kodirajoča zaporedja 
genov (angl. coding sequence – CDS), ki jih želimo v nadaljevanju vstaviti v ekspresijske 
vektorje [6]. 
1.1.3 Izvor in namen uporabe encimov za molekulsko kloniranje  
1.1.3.1 DNA polimeraze 
 
DNA polimeraze so encimi, ki na podlagi matrične DNA ali RNA katalizirajo sintezo nove 
komplementarne verige DNA [1, 7]. Tekom evolucije so se organizmi razvili do takšne 
mere, da polimeraze delujejo izredno natančno in učinkovito ter tako poskrbijo za 
vzdrževanje genoma in prenos informacij na potomce. Ker je genom zelo zapleten in 
nenehno podvržen škodljivim učinkom, imajo celice različnih organizmov več visoko 
specializiranih DNA polimeraz (evkariontske celice imajo vsaj 15 različnih). Prvo so 
identificirali v bakterijskih celicah E. coli in jo poimenovali Pol I. Danes poznamo veliko 
število različnih polimeraz, ki jih na podlagi podobnosti v aminokislinskem zaporedju 
razdelimo v 6 skupin (A, B, C, D, X, Y) [8]. Mednje prav tako spada reverzna 
transkriptaza, ki na osnovi matrične RNA katalizira sintezo cDNA [1].  
Nadaljnji napredek v znanosti je omogočilo odkritje temperaturno obstojnih DNA 
polimeraz. Ena izmed najbolj slavnih predstavnic te vrste je DNA polimeraza I, izolirana iz 
bakterije Thermus aquaticus (Taq polimeraza). Odkrili so jo leta 1976 v vrelcih 
nacionalnega parka Yellowstone v ZDA, kjer bakterija živi v okolju z zelo visoko 
temperaturo (ekstremni termofil) [7]. Zaradi svojih unikatnih lastnosti so temperaturno 
obstojne polimeraze skupaj z razumevanjem mehanizmov podvojevanja DNA omogočile 
razvoj PCR [9]. Posledično so termofilne bakterije nemudoma postale glavni vir polimeraz 
in ostalih encimov v biotehnološki industriji. Glede na pogoje, v katerih živijo, ločimo več 
skupin. Za PCR so uporabni encimi, ki izvirajo iz hipertermofilnih bakterij, saj preživijo 
temperature nad 75 °C, celo nad 100 °C. Mednje spadajo tudi številne predstavnice iz 
domene Archaea. Iz slednjih so znanstveniki izolirali Pfu polimerazo (Pyrococus furiosus), 
ki za razliko od Taq polimeraze pri pomnoževanju DNA izkazuje višjo stabilnost ter 
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manjšo stopnjo napak pri pomnoževanju. Sedaj naravne nadomeščajo predvsem 
rekombinantni encimi, ker je njihova proizvodnja veliko bolj učinkovita in fleksibilna. 
AmpliTaq® polimerazo so pripravili z genskim kloniranjem, tako da so gen iz termofilne 
bakterije T. aquaticus vstavili v E. coli. Tako proizvedene polimeraze so zaradi svoje 
vsestranskosti in robustnosti do danes ostale široko uporabljene [7, 9, 10].  
Na tržišču trenutno obstajajo številne raznovrstne DNA polimeraze, zato je pomembno, da 
se pri načrtovanju eksperimenta odločimo za ustrezno. Proizvajalci sodobnih generacij 
polimeraz stremijo k izdelavi izjemno natančnih in učinkovitih encimov (angl. high-
fidelity) in tako močno znižajo stopnjo napak ter verjetnost pojava mutacij. Omenjena 
lastnost je uporabna predvsem takrat, ko za nadaljnje eksperimente potrebujemo produkte 
PCR z nizko stopnjo napačno vgrajenih nukleotidov (npr. molekulsko kloniranje). Z 
razvojem sodobnih tehnologij manipulacije DNA nenehno prihaja do sinteze hitrejših, bolj 
zanesljivih in učinkovitih encimov [1, 7, 11]. 
1.1.3.2 Restrikcijske endonukleaze 
 
Restrikcijske endonukleaze so encimi naravnega izvora, ki katalizirajo cepitev 
fosfodiestrske vezi med nukleotidi v molekuli DNA. S svojo strukturo lahko prepoznavajo 
naključna oziroma specifična zaporedja nukleotidov (cepitvena oz. restrikcijska mesta). 
Poleg endonukleaz poznamo še eksonukleaze, ki pa odstranjujejo nukleotide s koncev 
molekul DNA [1, 12]. Obe vrsti encimov omogočata in vitro spreminjanje molekul DNA, 
vendar so restrikcijske endonukleaze tiste, ki imajo primarno vlogo v procesu 
molekulskega kloniranja.  
Poznamo najmanj štiri glavne skupine restrikcijskih endonukleaz (tip I, II, III in IV), ki se 
med seboj razlikujejo na osnovi zgradbe, prepoznavnega cepitvenega mesta in potrebnih 
kofaktorjev [13, 14]. Za molekulsko kloniranje so zagotovo najbolj pomembni encimi iz 
skupine II. Ti delujejo tako, da znotraj molekul DNA prepoznajo in cepijo 4 do 8 
nukleotidov dolga palindromna mesta. Zaradi razlik v načinu cepitve lahko ustvarijo tope 
oziroma lepljive konce (slika 2) [1]. 




Slika 2: Primera lepljivih in topih koncev. Encimi lahko režejo molekule DNA na način, da nastanejo lepljivi ali enako 
dolgi oziroma topi konci. Prirejeno po [15]. 
Ker so restrikcijske endonukleaze primarno bakterijskega izvora, je njihovo poimenovanje 
sestavljeno iz sistema črk in številk, ki nam povedo, iz katerega organizma so bile 
izolirane. Prve tri črke označujejo vrsto, medtem ko, nam dodatne črke ali številke povedo 
natančnejše podatke o izvoru (serotip, sev, zaporedna številka) [14]. Razvoj biotehnologije 
je omogočil izdelavo sodobnih rekombinantnih restrikcijskih endonukleaz, ki so v pretežni 
meri popolnoma nadomestile izolirane encime. Do danes je bilo uspešno izoliranih več kot 
2500 encimov, od katerih več kot 300 vsakodnevno uporabljamo pri delu v laboratoriju 
[1]. 
1.1.3.3 DNA ligaze 
 
DNA ligaza je encim, ki v tristopenjski reakciji sinteze DNA katalizira tvorbo 
fosfodiestrske vezi med 3' prosto hidroksilno in 5' fosfatno skupino sosednjih nukleotidov. 
Za svoje delovanje nujno potrebuje energijo v obliki molekul ATP ali NAD+ [16, 17]. 
Zaradi omenjene lastnosti jo uporabljamo pri nekaterih izvedbah sekvenciranja naslednje 
generacije, izotermnih reakcijah sestavljanja DNA (angl. DNA assembly), metodah 
zaznavanja mutacij idr. Glede na to, kateri kofaktor potrebujejo za tvorbo kovalentne vezi, 
jih delimo v dve skupini, in sicer na od ATP ter od NAD+ odvisne DNA ligaze. Od ATP 
odvisne ligaze se značilno izražajo v evkariontskih celicah, bakteriofagih in arhejah, 
medtem ko so od NAD+ odvisne značilne za prokarionte (bakterije) [18, 19]. Iz E. coli 
izolirana DNA ligaza ni sposobna povezati dveh topih koncev molekul DNA, zato je na 
račun izjemno hitrega napredka molekulske biologije kmalu prišlo do odkritja novih, bolj 
prilagodljivih in uporabnih encimov [16]. Prva odkrita ligaza iz skupine od ATP odvisnih 
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encimov je bila T4 DNA ligaza, ki so jo izolirali iz T4 bakteriofaga. Sposobna je tvoriti 
vezi med lepljivimi in topimi konci dsDNA (angl. double stranded DNA), dupleksi 
molekul DNA s topimi konci in popravljanja eno verižnih zarez (angl. nick) ali zarez v 
dupleksih DNA, RNA ter DNA/RNA hibridih. Z namenom razvoja novih encimov so 
arheje pogosto izbrane kot preučevani organizmi, saj naravno živijo v ekstremnih pogojih. 
Na podlagi razumevanja njihovih prilagoditvenih mehanizmov nenehno prihaja do razvoja 
in vpeljav izboljšav predvsem na področju 3D strukture, aktivnosti popravljanja zarez ter 
natančnosti delovanja encimov [20, 21]. 
1.1.4 Sodobne tehnologije molekulskega kloniranja in obeti za prihodnost  
 
Z bliskovitim napredkom znanosti so tudi tehnike molekulskega kloniranja podvržene 
hitremu in nenehnemu razvoju ter izpopolnjevanju. Od prvega vzklitja tehnologije 
rekombinantne DNA v 70. letih prejšnjega stoletja je molekulsko kloniranje postopoma 
napredovalo od kloniranja enega odseka (binarna izvedba), do sodobnih tehnik sestavljanja 
številnih odsekov molekul DNA v eni reakciji (polinarna izvedba) [5]. Prednost slednjih je, 
da so neprimerno hitrejše in bolj natančne, saj zmanjšajo število potrebnih korakov ter 
nastalih nezaželenih struktur v novo sestavljenih rekombinantnih molekulah DNA t. i. 
konstruktih. Klasične metode molekulskega kloniranja so pri delu z velikimi in zapletenimi 
molekulami DNA (tudi skupinami genov) izkazale številne pomanjkljivosti, zato je v 
zadnjem desetletju prišlo do razvoja tehnik sestavljanja DNA [22]. Pri teh predstavlja 
glavno omejitev predvsem korak restrikcije, saj pogosto na veznih delih dveh molekul 
nastanejo poškodbe, ki povzročijo okvare nukleotidnega zaporedja in negativno vplivajo 
na ponovljivost ter zanesljivost kloniranja [23, 24, 25]. Idealna metoda bi bila taka, ki ne bi 
povzročala poškodb, bi bila neodvisna od tarčnega nukleotidnega zaporedja in sposobna 
učinkovite izdelave konstruktov iz številnih fragmentov. Nedvomno je avtomatizacija ena 
izmed potencialnih rešitev, ki lahko pripomore k vpeljavi izboljšav in optimizaciji visoko 
zmogljivih metod sestavljanja DNA. Obenem jo spremljajo zahteve po povezavi z ustrezno 
programsko opremo, ki mora uporabljati ljudem in računalnikom razumljiv jezik [24, 25]. 
Računalniški algoritmi podpirajo sodobne metode sestavljanja DNA predvsem na področju 
načrtovanja in avtomatizacije [26, 27]. Na podlagi mehanizma delovanja metode 
sestavljanja DNA delimo v štiri glavne skupine: 
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 Metode, zasnovane na encimskih reakcijah restrikcije in ligacije (angl. restriction 
enzymes based methods), 
 in vivo metode, zasnovane na prekrivanju homolognih regij tarčnih zaporedij (angl. 
sequence homology-based methods), 
 in vitro metode, zasnovane na prekrivanju homolognih regij tarčnih zaporedij, 
 metode, pri katerih kratka vezna zaporedja povežejo tarčne fragmente DNA (angl. 
bridging oligo-based methods) [23]. 
Zaradi relativne nezahtevnosti in fleksibilnosti pri povezovanju številnih fragmentov DNA 
so naštete metode postale priljubljene v sodobni molekulski biologiji. Trenutno so na 
tržišču številni kompleti (Gibson Assembly®, In-Fusion® HD Cloning Kit, NEBuilder®, 
Golden Gate idr.), ki delujejo na podlagi enega izmed zgoraj omenjenih mehanizmov. 
Pogosto je v uporabi metoda po Gibsonu, kjer pri konstantni temperaturi 50 °C (izotermni 
način), 5' eksonukleaze povežejo načrtno prekrivajoče se tarčne regije fragmentov DNA 
[26, 28].  
V prihodnje lahko pričakujemo razmah s pametnimi računalniškimi algoritmi podprtih 
avtomatiziranih metod molekulskega kloniranja. Zagotovo bodo s svojim mehanizmom 
delovanja v sintezno biologijo vpeljali nove mejnike na področju hitrosti, natančnosti, 
ponovljivosti in zanesljivosti. Prav tako lahko pričakujemo bolj poglobljen razvoj in vivo 
metod, kjer z uporabo metilaz (encimov, ki vežejo metilne skupine na nukleotide) in 
restrikcijskih encimov, modificirane bakterijske celice načrtno preuredijo genom glede na 
naše zahteve (angl. multiplex automated genome engineering – MAGE) [29, 30].  
V magistrski nalogi bomo tarčna gena klonirali s klasično tehniko. Kljub številnim 
pomanjkljivostim gre za široko uveljavljeno, učinkovito in poceni metodo, ki zagotavlja 
povsem zadovoljivo uspešnost kloniranja enega fragmenta tarčne DNA.  
 
1.2 DRUŽINA TRANSKRIPCIJSKIH DEJAVNIKOV SOX 
 
Celice so tekom dozorevanja nenehno podvržene sprejemanju pomembnih odločitev, ki 
večceličnim organizmom omogočijo ustrezen razvoj, sposobnost obnavljanja in 
prilagodljivost. Običajno gre za ohranjanje lastnosti matičnih celic, nadzor diferenciacije, 
delitve, razvoja v specifično celično vrsto ali sprožitev celične smrti. Proteini iz družine 
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SOX (angl. Sry-related HMG box) izkazujejo lastnosti transkripcijskih dejavnikov, saj v 
sodelovanju z drugimi omogočajo izgradnjo kompleksa, ki preko ojačevalnih in 
promotorskih regij nadzira izražanje različnih genov. Tako lahko učinkovito vplivajo na 
celično usodo in sposobnost diferenciacije v procesu razvoja zarodka [31, 32]. Prav tako v 
kombinaciji z drugimi sinergističnimi dejavniki nadzirajo homeostazo in obnavljanje celic 
zrelega tkiva [33]. SOX je akronim, ki označuje proteine z visoko mobilno vezavno 
domeno (angl. high mobility group – HMG), katere aminokislinsko zaporedje je v vsaj 50 
% podobno zaporedju domene HMG Sry (angl. Sex-determining region Y protein) [31, 
32]. 
Matične celice so sposobne nenehnega obnavljanja in imajo potencial, da se diferencirajo v 
eno ali več zrelih celičnih linij. Zaradi omejenih lastnosti imajo glavno vlogo pri izgradnji 
tkiv in organov ter zagotavljanju regenerativnih sposobnosti. Nabor različnih 
znotrajceličnih transkripcijskih dejavnikov in kromatinskih regulatorjev preko molekulskih 
mehanizmov vpliva na njihovo usodo, kar vodi v obnovitev ali v razvoj specifične celične 
vrste. Zaradi načina delovanja mednje spadajo tudi proteini iz družine SOX [33].  
Prvi gen, ki so ga znanstveniki uvrstili v družino SOX, je Sry. Kodira zapis za istoimenske 
spol določujoče proteine, vpletene v moški spolni razvoj. Obstaja izključno pri sesalcih in 
se nahaja na Y kromosomu [34, 35]. Poleg izražanja v nekaterih regijah možganskega 
tkiva, se izraža le v bipotencialnih XY gonadah, kjer spodbuja diferenciacijo Sertolijevih 
celic in posledično omogoči razvoj zrelih testisov. Sočasno s svojim delovanjem v zarodku 
prepreči nastanek ženskih razmnoževalnih organov (maternice, jajcevodov in jajčnikov) 
[31]. Sry spada v proteinsko naddružino, ki v svoji strukturi vsebujejo eno ali več 79 
aminokislin dolgih vezavnih domen HMG. Študije so pokazale, da zaradi svoje strukture 
omogočajo transkripcijskim dejavnikom vezavo na molekule DNA [36, 37]. Glede na 
mehanizem interakcije z DNA, naddružino razdelimo v dve skupini. Prva vsebuje proteine 
z več domenami (angl. non-sequence specific HMG boxes) in se nespecifično vežejo na 
nukleotidno zaporedje molekule DNA (veja Hmgb/Ubf), medtem ko imajo proteini iz 
druge skupine le eno domeno (angl. sequence specific HMG boxes) in se vežejo na 
specifično tarčno nukleotidno zaporedje DNA (veja Tcf/Sox/Mata). V slednjo spada tudi 
Sry in proteini iz družine SOX [34, 37].  
Nadzor izražanja genov SOX lahko poteka pod vplivom lastnega uravnavanja, ostalih 
predstavnikov iz družine SOX ali molekul mikro RNA (post-transkripcijski nivo) [32]. 
Proteini SOX z vezavno domeno HMG prepoznajo skupni motiv nukleotidnega zaporedja 
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(5'-(A/T)(A/T)CAA(A/T)G-3') in se vežejo v mali greben molekule DNA [34, 37, 38]. Gre 
za zelo kratko in razpršeno zaporedje, ki ga lahko najdemo v številnih ponovitvah vzdolž 
celotne molekule DNA. Ker proteini ne razlikujejo med njimi, medsebojno tekmujejo za 
vezavno mesto. Študije so pokazale, da se nekateri proteini SOX lahko vežejo na 
nepopolna zaporedja, ki le deloma ustrezajo vezavni domeni. Ker so prav tako razpršena 
po molekuli DNA, lahko sklepamo, da nukleotidno zaporedje promotorske regije gena ni 
edini dejavnik, ki vpliva na vezavo in posledični nadzor izražanja [31, 38]. Vezavna 
domena HMG povzroči razširitev malega grebena, kar vodi v ukrivitev molekule DNA 
(slika 3) [31]. Njihov učinek je edinstven, saj so sposobni spremeniti konformacijo 
molekule DNA, povečati vezavno afiniteto in specifičnost domene ter dostopnost za ostale 
transkripcijske dejavnike. Zaradi neposrednih medsebojnih interakcij in interakcij z 
ostalimi transkripcijskimi dejavniki (npr. Oct) naj bi spodbudili ter navsezadnje omogočili 
tvorbo funkcionalno aktivnih ojačevalnih kompleksov. Gre za pomembne nadzorne 
elemente, sestavljene iz številnih dejavnikov, ki ključno vplivajo na izražanje tarčnih 
genov (npr. gena FGF4, COL11A2 idr.) [31, 33, 34, 37]. Proteini SOX niso sposobni 
samostojno uravnavati genskega izražanja, temveč za učinek potrebujejo vezavo 
partnerskih dejavnikov na specifično mesto v tarčni molekuli DNA [32].  
 
 
Slika 3: Strukturi domen HMG in način vezave na tarčno zaporedje molekule DNA. S številkami od 1 do 3 so 
označene strukturne α vijačnice, medtem ko N in C predstavljata terminalne konce aminokislinskih zaporedij. Iz slike je 
prav tako razvidna ukrivitev molekule DNA, ki jo sproži vezava transkripcijskih dejavnikov [31]. 
Zaradi svojega načina delovanja so transkripcijski dejavniki SOX eni izmed 
najpomembnejših regulatorjev celične usode in diferenciacije celic v procesu razvoja 
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vretenčarjev in nevretenčarjev. Poznamo več kot 20 predstavnikov, ki jih na podlagi 
filogenetske analize domene HMG, strukture in genske organizacije razdelimo v 8 glavnih 
skupin. Med predstavniki iste skupine mora biti aminokislinsko ujemanje v domeni HMG 
vsaj 80 % [39]. 
Transkripcijski dejavniki iz družine SOX so vpleteni v praktično vse faze razvoja zarodka 
(predvsem zgodnje embriogeneze), živčnega sistema (nevrogeneze in gliogeneze), skeleta, 
regulacije celične usode, gastrulacije (razvoja plasti zarodka) in tvorbe različnih tkiv ter 
organov. Njihova funkcija je tako pomembna, da bi morebitne mutacije v genskem zapisu 
vodile v izjemno kompleksna bolezenska stanja (npr. kampomelično displazijo, 
nevropatije, zaostanek v duševnem razvoju idr.) [31]. Poleg tega so nedavne raziskave 
pokazale vpletenost nekaterih proteinov SOX v mehanizmu nastanka rakavih obolenj. 
Razvoj in napredovanje tumorskih celic naj bi bili posledici porušenega fiziološkega 
ravnovesja omenjenih transkripcijskih dejavnikov [33, 37]. 
 
V magistrskem delu bomo pripravili ekspresijska plazmida, ki vsebujeta kodirajoči 
zaporedji genov SOX5 in SOX6 ter omogočata sintezo omenjenih proteinov. Med razvojem 
zarodka se SOX5 in SOX6 močno izražata v različnih celicah, kjer aktivno sodelujeta v 
procesu nastanka hrustančnega tkiva (hondrogenezi), skeleta, centralnega živčnega 
sistema, krvnih celic in srca, zato imata izjemen potencial za nadaljnje preučevanje [40, 
41]. V prihodnje bi lahko njun vpliv povezali z drugimi geni, vpletenimi v razvoj bolezni.  
1.2.1 SOX5 
 
SOX5 je protein, ki spada v družino istoimenskih transkripcijskih dejavnikov. Na podlagi 
aminokislinskega zaporedja vezavne domene HMG ga razvrstimo v skupino D (skupaj s 
SOX6 in 13). Citogenetska lokacija istoimenskega gena je 12p12.1, kar pomeni, da se 
nahaja na kratki ročici kromosoma 12, natančneje na lokaciji 12.1 (slika 4) [42].  
  




Slika 4: Citogenetska lokacija gena SOX5 [42]. 
Zaradi posebne organizacije eksonov v mRNA, se SOX5 lahko izraža v obliki dolgega (L-
SOX5) ali kratkega prepisa (SOX5). Nastanek je pogojen s trenutnimi potrebami celic, saj 
se razlikujeta v sposobnosti uravnavanja izražanja tarčnih genov. Na podlagi opravljenih 
študij so ugotovili, da je v spermatidah prisoten v obliki kratkega, medtem ko je v 
hondrocitih, nevronskih, glialnih, epitelijskih in pankreatičnih celicah v obliki dolgega 
prepisa [43]. Pomembno sodeluje v hondrogenezi, kjer naj bi deloval kot pomemben 
dejavnik uravnavanja diferenciacije prehondrocitov do zgodnjih hondroblastov. Gre za 
zapleten proces, kjer L-SOX5 sodeluje s SOX6 in SOX9 (triada SOX) [43, 44]. Tako 
SOX5 kot tudi SOX6 naj bi se v prehondrocitih izražala pod nadzorom SOX9, kjer v 
kompleksu spodbujajo proliferacijo in izražanje genov za proteine zunajceličnega matriksa 
[41, 44, 45]. Študije so pokazale vpliv SOX5 v oligodendrocitih in celicah nevralnega 
grebena, kjer naj bi z vzdrževanjem nezrelosti predhodnih razvojnih stopenj celic nadziral 
njihovo diferenciacijo [46]. Sodeloval naj bi tudi pri pospeševanju razvoja različnih vrst 
rakavih obolenj. Kot onkogeni dejavnik naj bi bil vpleten v patogenezo in razraščanje 
nedrobno celičnega pljučnega raka, kjer mu preko različnih molekulskih mehanizmov veča 
maligni potencial. Zaradi svojih lastnosti bi lahko v prihodnosti postal uporaben tumorski 
označevalec in morebitna terapevtska tarča [47, 48]. 
1.2.2 SOX6 
 
SOX6 je protein, ki prav tako spada v družino istoimenskih transkripcijskih dejavnikov. L-
SOX5 in SOX6 sta sorodna proteina, saj izkazujeta visoko stopnjo ujemanja v 
aminokislinskem zaporedju domene HMG, zato ju razvrščamo v skupino D [40, 43]. 
Citogenetska lokacija istoimenskega gena je 11p15.2, kar pomeni, da se nahaja na kratki 
ročici kromosoma 11, natančneje na lokaciji 15.2. (slika 5) [49]. 
 
Slika 5: Citogenetska lokacija gena SOX6 [49]. 
Klemen Mezgec  Magistrska naloga, 2019 
13 
 
SOX6 se nahaja v jedru številnih celic in pomembno sodeluje pri normalnem razvoju 
centralnega živčnega sistema (CŽS), hrustančnega tkiva in vzdrževanju srčnih ter skeletnih 
mišičnih celic. Ni sposoben samostojnega delovanja, zato na gensko izražanje učinkuje le v 
primeru, ko tvori interakcije z drugimi partnerskimi proteini. Iz tega razloga je izjemno 
fleksibilen, kar mu omogoča vpliv na celice v različni stopnji razvoja [50]. SOX6 se prav 
tako izraža v razvojnih stopnjah celic CŽS, kjer zavira diferenciacijo oligodendrocitov. Pri 
aktivaciji procesa diferenciacije se poveča izražanje mikro RNA-219, ki nato neposredno 
zavre izražanje gena SOX6. Tako je omogočen hiter prehod delečih se oligodendrocitov v 
proces mielinizacije [51]. Velika strukturna podobnost SOX5 in SOX6 vpliva na njuni 
vlogi v telesu, saj skupaj s SOX9 oblikujejo aktiven kompleks, ki v hondrogenezi učinkuje 
na promotorska zaporedja genov zunajceličnega matriksa (ACAN, COL11A2 idr.) ter tako 
aktivira njihovo izražanje [44]. Zaradi svoje vsestranskosti naj bi prav tako imel 
pomembno vlogo pri delitvi in dozorevanju celic v procesu nastanka eritrocitov [52]. 
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2 NAMEN NALOGE 
 
Transkripcijski dejavniki iz družine SOX so izjemno pomembni vsestranski regulatorji 
celične usode v fazi njihovega razvoja. Kljub temu, da so znanstveniki nekatere 
molekulske mehanizme njihovega delovanja že dodobra preučili, ostaja še veliko 
neraziskanega. Nedavne študije kažejo, da imajo poleg fiziološke vloge prav tako izjemno 
pomembno vlogo pri razvoju malignih in drugih kompleksnih obolenj, zato je preučevanje 
njihovega delovanja toliko bolj atraktivno. Bodoča odkritja bi lahko signifikantno 
prispevala k boljšemu razumevanju vpliva na gensko uravnavanje v številnih fizioloških in 
patofizioloških procesih v organizmu. 
Namen magistrske naloge je pripraviti ekspresijske plazmide s tehnologijo rekombinantne 
DNA in tako uspešno sklonirati kodirajoče zaporedje genov SOX5 in SOX6. Ker želimo v 
nadaljnjih študijah preučili vpliv istoimenskih transkripcijskih dejavnikov na regulatorne 
regije drugih genov, potrebujemo zanesljivo orodje, ki bo zagotavljalo učinkovito izražanje 
funkcionalnih proteinov. S tem namenom bomo pri molekulskem kloniranju uporabili 
ekspresijski plazmid pFLAG-CMVTM-2, ki vsebuje vse strukturne in funkcionalne 
elemente za samostojno izražanje kloniranih genov ter posledično sintezo označenih 
proteinov. Sestavili jih bomo tako, da bomo v poliklonske regije plazmidov vstavili tarčni 
kodirajoči zaporedji genov SOX5 in SOX6. Poleg laboratorijskega dela bo naloga obsegala 
še računalniško analizo (in silico) nukleotidnega zaporedja plazmidnega vektorja in 
vključkov ter načrtovanje specifičnih oligonukleotidnih začetnikov. Na koncu bomo 
ustreznost molekulskega kloniranja dokončno potrdili z določitvijo nukleotidnega 
zaporedja sestavljene DNA (molekulskega konstrukta) po Sangerju. 
Uspešno pripravljena plazmidna vektorja bosta v transfeciranih celičnih linijah omogočila 
sintezo fuzijskih proteinov SOX5 in SOX6, ki ju bomo v nadaljnjih študijah uporabili za 
preučevanje vpletenosti v molekulske mehanizme uravnavanja izražanja genov pri razvoju 
drugih bolezni.  
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3 MATERIALI IN METODE 
3.1 MATERIALI 




Absolutni etanol za analizo, čistota ≥ 99.8% Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, ZDA 
Agar MilliporeSigma, Burlington, MA, ZDA 
Agaroza za molekulsko biologijo MilliporeSigma, Burlington, MA, ZDA 
Ampicilin (100 μg/mL), čistota 95 % MilliporeSigma, Burlington, MA, ZDA 
EDTA MilliporeSigma, Burlington, MA, ZDA 
Etanol, koncentracija 70 % MilliporeSigma, Burlington, MA, ZDA 
LB broth (Luria Bertani) MilliporeSigma, Burlington, MA, ZDA 
Natrijev acetat, čistota ≥ 99.99 % Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, ZDA 
Ocetna kislina, čistota ≥ 99.85% Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, ZDA 
Tris baza, čistota ≥ 99.0% Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, ZDA 





Midori green barvilo za agarozni gel Nippon Genetics Europe GmbH, Dueren, Nemčija 





50X TAE Tris baza 242 g  
Tris bazo temeljito raztopimo v približno 700 mL 
ddH2O in dodamo ocetno kislino ter EDTA.  
Ocetna kislina 57,1 mL 
EDTA  18,61 g 
ddH2O do 1 L 
1X TAE 50x TAE 20 mL 
ddH2O do 1 L 
Fosfatni pufer s soljo (PBS) KCl 0,08 g 
K2HPO4 0,096 g 
Na2HPO4 0,576 g 
NaCl 3,2 g 
ddH2O do 400 mL 
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3.1.1.4 Reagenčni kompleti 
 
Komplet Proizvajalec 
High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit 
with RNase Inhibitor 
Applied Biosystems Inc., Foster City, CA, ZDA 
PCR Using Q5® High-Fidelity DNA Polymerase  New England BioLabs® Inc., Ipswich, MA, ZDA 
Total RNA Kit, peqGOLD VWR International, Radnor, PA, ZDA 
QIAquick® Gel Extracion Kit Qiagen, Hilden, Nemčija 
QIAquick® PCR Purification Kit Qiagen, Hilden, Nemčija 
QIAprep® Spin Miniprep Kit Qiagen, Hilden, Nemčija 
 
3.1.2 Laboratorijska oprema  
 
Laboratorijska oprema Vrsta opreme in proizvajalec 
Analizna tehtnica ATL-84-I, Acculab Sartorius AG, Göttingen, Nemčija 
Aparat za slikanje gelov  Uvitec ® Alliance 9.7 UVItec Limited, Cambridge, Velika 
Britanija 
Avtomatske pipete - (0,5-10; 10-100; 100-1000; 1000-5000) μL, 
Eppendorf, Hamburg, Nemčija 
- (0,5-10; 10-100; 100-1000) μL, Biohit, Sartorius AG, 
Göttingen, Nemčija 
- Pipetboy acu 2, Integra Holding AG, Wallisellen, 
Zurich, Švica 
Avtoklava - A-21 Kambič, Semič, Slovenija 
- Laboklav 25, SHP Steriltechnik, Detzel Schloß, 
Nemčija 
Centrifuge - Centrifuga 5804 R, Eppendorf, Hamburg, Nemčija 
- Centrifuga 5430 R, Eppendorf, Hamburg, Nemčija 
- Centrifuga MiniSpin®, Eppendorf, Hamburg, 
Nemčija 
- Centrifuga FastGene Mini, Nippon Genetics Europe 
GmbH, Dueren, Nemčija 
Ciklični termostat C1000TM Thermal Cycler, Bio-Rad Laboratories, Hercules, 
CA, ZDA 
Digestorij  Variolab Mobilen W90, Waldner, Wangen im Allgäu, Nemčija 
Elektroforezna kadička  Mini-Sub® Cell GT, Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, 
ZDA 
Inkubator s stresalnikom ISF1-X, Kühner AG, Birsfelden, Švica 
Komora za delo z DNA in RNA UVC/T-M-AR, DNA/RNA UV-cleaner box, Biosan, Riga, 
Latvija 
Magnetna mešala Tehtnica Železniki, Slovenija 
Mikrovalovna pečica LG, Seul, Južna Koreja 
pH meter MP 220, Mettler Toledo, Columbus, OH, ZDA 
Precizna tehtnica Exacta 300 EB, Tehtnica Železniki, Slovenija 
Program za slikanje gelov Uvitec Nine Alliance, UVItec Limited, Cambridge, Velika 
Britanija 
Sistem za prečiščevanje vode Milli-Q®, Merck Millipore, Burlington, MA, ZDA 
Termo blok CH-100, Biosan, Riga, Latvija 
Transiluminator TFX-20 MX, Vilber Lourmat, Collegien, Francija 
UV–Vis spektrofotometer NanoDropTM One, 
Thermo Fisher ScientificTM , Waltham, MA, ZDA 
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Vir napetosti za elektroforezo PowerPacTM Basic, Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, ZDA 
Vodna kopel WB-4MS Stirred water bath, Biosan, Riga, Latvija 
Vrtinčasti mešali - IKA Vortex genius 3, IKA-Werke, Staufen im 
Breisgau, Nemčija 
- PV-1 Vortex, Grant Instruments, Cambridge, Velika 
Britanija 
Zamrzovalnik Philip Kirsch GmbH, Im Lossenfeld, Nemčija  
 
3.1.3 Biološki material 
 
3.1.3.1 Celične linije 
 
 NTERA-2  
Pri izbiri ustrezne celične linije za izolacijo celokupne RNA smo uporabili spletno bazo 
podatkov The Human Protein Atlas. Odločili smo se za celice NTERA-2 (dobavitelj 
ATCC), saj na podlagi analize izkazujejo relativno visok nivo izražanja RNASOX5 [53]. Gre 
za pluripotentne celice malignega embrionalnega karcinoma, ki izvirajo iz testisov ali 
metastaz v pljučih [54]. 
 CACO-2  
Tudi pri kloniranju gena SOX6 smo za izbor ustrezne celične kulture uporabili spletno bazo 
podatkov The Human Protein Atlas. Zaradi dostopnosti in primernega nivoja izražanja 
RNASOX6, smo se odločili za Caco-2 (dobavitelj ATCC) [55]. Celice izvirajo iz humanega 
adenokarcinoma debelega črevesja in danke [56].   









New England BioLabs® Inc., 




New England BioLabs® Inc., 
Ipswich, MA, ZDA 
MultiScribeTM reverzna 
transkriptaza 
 Applied Biosystems Inc., Foster 
City, CA, ZDA 
Q5® High-Fidelity DNA 
Polimeraza 
New England BioLabs® Inc., 
Ipswich, MA, ZDA 
CIP 
New England BioLabs® Inc., 
Ipswich, MA, ZDA 
T4 DNA ligaza 
New England BioLabs® Inc., 
Ipswich, MA, ZDA 
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3.1.3.3 Oligonukleotidni začetniki za molekulsko kloniranje 
 
Z namenom vgradnje načrtovanih prepoznavnih cepitvenih mest v tarčna nukleotidna 
zaporedja genov SOX5 in SOX6 smo uporabili oligonukleotidne začetnike s previsnim 
delom. Specifična prepoznavna cepitvena mesta za restrikcijska encima NotI in KpnI so v 
nukleotidnem zaporedju začetnikov odebeljena ter obarvana rumeno.     
Ime 
začetnika 




















5' – CTCCTCGGTACCTCAGTTGGCACTGACAGCCTCCGG – 3' 
KpnI 
 
3.1.3.4 Ekspresijski plazmidni vektor pFLAG-CMVTM-2 
 
Za kloniranje genov SOX5 in SOX6 smo uporabili ekspresijski plazmidni vektor pFLAG-
CMVTM-2. Gre za 4679 baznih parov (bp) dolg derivat prehodnega plazmida pCMV5. V 
svojem nukleotidnem zapisu vsebuje mesto začetka podvojevanja (angl. origin of 
replication) – SV40, promotorsko regulatorno regijo iz človeškega citomegalovirusa (angl. 
human cytomegalovirus – CMV), ki nadzira znotrajcelično izražanje fuzijskih proteinov, 
le-ti pa imajo na svojem N-terminalnem delu oznako FLAG®. Gre za polipeptidno 
strukturo, sestavljeno iz 8 aminokislin (DYKDDDDK) [57]. Po vgradnji vključka v 
plazmid pridobimo rekombinantne molekule, ki so sposobne samostojnega izražanja 
tarčnih genov in posledične sinteze fuzijskih proteinov. FLAG je vezavno mesto (epitop) 
za specifična anti-FLAG protitelesa, kar nam omogoči učinkovito zaznavanje ter čiščenje 
izraženih proteinov [58]. Plazmid za promotorjem CMV in zaporedjem FLAG vsebuje 
MCS, v katerem se nahajata enaki prepoznavni cepitveni mesti za restrikcijski 
endonukleazi kot v oligonukleotidnih začetnikih za kloniranje – na sliki 6 sta encima 
označena z oker barvo (NotI in KpnI). V svojem zapisu prav tako vsebuje gen za odpornost 
na ampicilin (Ampr), s čimer nam omogoča ločevanje bakterijskih celic transformiranih s 
plazmidom, od tistih, ki plazmida niso sprejele – selekcija (slika 6) [57]. 




Slika 6: Plazmidna mapa uporabljenega ekspresijskega plazmida pFLAG-CMVTM-2 izdelana s programsko 
opremo SnapGene® [59]. 
 
3.1.3.5 Gostiteljski bakterijski sevi 
 
Vrsta bakterijskega seva Proizvajalec 
E. coli DH5α Invitrogen, Carlsbad, CA, ZDA 
 
 
3.1.3.6 DNA velikostni standardi 
 
Ime standarda Proizvajalec 
Quick-Load® 1 kb DNA Ladder New England BioLabs® Inc., Ipswich, MA, ZDA 
1 kb DNA ladder Nippon Genetics Europe GmbH, Dueren, Nemčija 
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3.1.4 Gojišča, geli in celični mediji 
3.1.4.1 Gojišča 
  
Pri pripravi tekočih gojišč smo sprva odtehtali zahtevane količine sestavin in jih raztopili v 
predpisanem volumnu vode. Raztopine smo sterilizirali v avtoklavu in po potrebi dodali 
zahtevan volumen ampicilina. Trdna gojišča smo pripravili tako, da smo raztopini gojišča v 
prahu in vode, dodali predpisano količino agarja. Preden smo ga vlili v sterilne petrijevke, 
smo ga sterilizirali v avtoklavu, počakali, da se nekoliko ohladi, in mu v aseptičnih pogojih 
dodali ampicilin. Ko se je gojišče strdilo, smo do uporabe petrijevke hranili v hladilniku pri 
temperaturi 4 °C. 
Sterilizacija tekočin z vodno paro v avtoklavu je trajala 15 minut, pri 121 °C in tlaku 1,3 
bara. 
Bakterijska gojišča Sestava 
LB gojišče v prahu  Tripton 10 g/L 
NaCl 2,0 g/L 
Kvasni ekstrakt 2,0 g/L 
Tekoče gojišče LB  LB gojišče v prahu  8g 
Prečiščena H2O 400 mL 
Tekoče gojišče LBA LB gojišče v prahu 8g 
Ampicilin 400 μL 
Prečiščena H2O 400 mL 
Trdno gojišče LBA Tekoče gojišče LB 400 mL 
Ampicilin 400 μL 
Agar 3,2 g 
3.1.4.2 Geli za elektroforezno ločbo 
 
Vrsta gela Sestava 
1 % agarozni gel Agaroza 0,75 g  
1X TAE pufer 75 mL 
Midori green barvilo 3 μL 
2 % agarozni gel Agaroza 1,5 g 
1X TAE pufer 75 mL 
Midori green barvilo 3 μL 
 
  
Klemen Mezgec  Magistrska naloga, 2019 
21 
 
3.1.4.3 Celični mediji 
 
Medij Proizvajalec 
Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM)  Biowest, Riverside, MO, ZDA 




3.2.1 Molekulsko kloniranje genov SOX5 in SOX6 
 
3.2.1.1 Načrtovanje oligonukleotidnih začetnikov za kloniranje 
 
Na podlagi analize nukleotidnih zaporedji CDS genov SOX5 in SOX6 smo s pomočjo 
spletnega orodja Primer-BLAST načrtovali smerne in protismerne oligonukleotidne 
začetnike [60]. Ker kloniramo regije z odprtim bralnim okvirjem (angl. open reading 
frame – ORF) so začetniki sestavljeni iz prilegajočega zaporedja, ki jo omejijo z začetnim 
(ATG) in končnim (TGA) kodonom, unikatnega prepoznavnega cepitvenega mesta za 
restrikcijske endonukleaze in dodatnih nukleotidov na 5' koncu, ki pripomorejo k 
izboljšanju učinkovitosti restrikcije. Slednji skupaj s cepitvenim mestom gradijo t. i. 
previsno regijo (angl. overhang), ki omogoča vstavitev želenih prepoznavnih cepitvenih 
mest v tarčne produkte PCR [61]. Nukleotidna zaporedja uporabljenih začetnikov so 
prikazana v preglednici I. Z zeleno so označeni dodatni nukleotidi na 5' koncu, z modro pa 
vezavno zaporedje. Odebeljene črke predstavljajo specifična cepitvena mesta za 
uporabljeni restrikcijski endonukleazi NotI in KpnI.   
Preglednica I: Nukleotidna zaporedja uporabljenih previsnih oligonukleotidnih začetnikov za kloniranje 
Ime 
začetnika 



















5' – CTCCTCGGTACCTCAGTTGGCACTGACAGCCTCCGG – 3' 
KpnI 
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3.2.1.2 Izolacija RNA iz NTERA-2 in Caco-2 celičnih linij 
 
Ker smo želeli pripraviti ekspresijske rekombinantne plazmide, ki so sposobni sintetizirati 
označene proteine SOX5 in SOX6, smo potrebovali RNA iz celičnih linij, ki izražajo 
prepise CDS tarčnih genov. Za molekulsko kloniranje gena SOX5 smo uporabili NTERA-
2, v primeru gena SOX6 pa Caco-2 celice. Izolacijo smo izvedli po protokolu proizvajalca 
komercialnega kompleta Total RNA kit, peqGOLD (VWR International) [62]. Komplet 
izkorišča reverzibilne vezavne lastnosti silika materiala (matriks) v PerfectBind RNA 
kolonah. V kombinaciji s tehnologijo visoke hitrosti centrifugiranja mikrocentrifugirk in 
pufrov z visoko koncentracijo soli, omogoča vezavo več kot 100 μg molekul RNA na 
matriks. Po vezavi tarčnih RNA na kolono s spiranjem odstranimo celične ostanke in 
preostale nečistote, ki bi lahko poslabšale njihovo kakovost ter jih eluiramo s sterilno vodo 
brez RNAz [62].  
Vse korake smo izvedli v komori za delo z RNA, ki je bila predhodno temeljito 
očiščena s 70 % etanolom, RNAznim inhibitorjem in vsaj 15 minut obsevana z UV 
svetlobo. 
3.2.1.3 Reverzna transkripcija 
 
Reverzna transkripcija je metoda, ki izkorišča sposobnost encima reverzne transkriptaze, 
da iz matrične RNA in kratkih 3' komplementarnih oligonukleotidnih začetnikov sintetizira 
cDNA [1, 63]. Najpogosteje se uporabljajo naključni heksamerni ali oligo(dT) začetniki, ki 
se med seboj razlikujejo na podlagi zgradbe in načina vezave na izolirano matrično RNA. 
Naključni heksamerni začetniki so sestavljeni iz poljubnih šestih nukleotidov, kar jim 
zagotavlja večjo vezavno sposobnost na številna mesta znotraj tarčne molekule RNA. Tako 
bo reverzna transkriptaza ustvarila številne krajše fragmente cDNA in z večjo verjetnostjo 
prepisala zaporedja na skrajnem 5' koncu. V mnogih primerih takšen pristop ni ustrezen, 
saj je za nastanek funkcionalnega proteina potrebno celotno CDS [4]. Glavni namen 
metode je bil prepis zrelih molekul mRNA v cDNA, ki vsebujejo CDS proteinov SOX5 in 
SOX6. Prav tako so molekule RNA zaradi nenehne izpostavljenosti RNAzam v okolju, 
zelo nestabilne in veliko bolj težavne za analizo, zato jih moramo pretvoriti v cDNA [64]. 
Količina novo nastalih molekul cDNA je enaka količini matrične RNA, saj ima reverzna 
transkriptaza sposobnost, da jo med samim prepisovanjem razgradi [63]. Za izvedbo 
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reakcije smo uporabili komplet High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit, 
proizvajalca ThermoFisher [65].  
Vsebina kompleta: 
- 10x RT pufer 
- 25x zmes nukleotidov (dNTPs) 
- 5 μM oligo(dT) začetniki 
- MultiScribeTM reverzna transkriptaza 
- Ultra čista voda brez nukleaz 
- RNAzni inhibitor  
Postopek: 
Vse korake smo izvedli v komori za delo z RNA, ki je bila predhodno temeljito 
očiščena s 70 % etanolom, RNAznim inhibitorjem in vsaj 15 minut obsevana z UV 
svetlobo.   
1. Na podlagi protokola proizvajalca kompleta smo v 20 μL reakcijski zmesi uporabili 
približno 2 μg vzorčne RNA. Da smo zadostili pogojem smo ju najprej ustrezno 
redčili z ultra čisto vodo (enačba 1) in ju temeljito premešali z vrtinčastim mešalom 
ter centrifugiranjem. Način priprave je naveden v preglednici II. Končno reakcijsko 
zmes smo pripravili iz 10 μL redčene RNA in 2X osnovne zmesi (angl. master 
mix).  
𝑉 (𝑅𝑁𝐴) =  
0,1 
𝑔
𝐿⁄ × 20 μL
𝐶(𝑅𝑁𝐴)
 = 𝑥 
Enačba 1: Izračun redčitve vzorčnih RNA. 
 
















1 RNANTERA-2 703 2,85 7,15 10 
2 RNACaco-2 1909 1,05 8,95 10 
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2. Sestavine kompleta smo hranili v zamrzovalniku pri temperaturi – 20 °C, zato smo 
jih pred pipetiranjem postopoma odtajali na ledu. Za pripravo 2X osnovne 
mešanice smo uporabili 0,2 mL mikrocentrifugirke za PCR. Ker smo imeli dve 
vzorčni RNA, smo pripravili dve osnovni mešanici volumna 10 μL. Sestavljena je 
iz pufra RT, nukleotidov (dNTP), oligonukleotidnih začetnikov, RNAznega 
inhibitorja, vode brez nukleaz in encima reverzne transkriptaze. Pred odmerjanjem 
smo vsako sestavino temeljito premešali s pipetiranjem in kratkim 
centrifugiranjem. Za optimalno izvedbo reverzne transkripcije smo dodali še 
RNAzni inhibitor v končni koncentraciji 1,0 U/μL. Encim smo dodali na koncu. V 
zadnji stopnji smo zmesi temeljito premešali s pipetiranjem in kratkim 
centrifugiranjem. Sestava je navedena v preglednici III.   
Preglednica III: Sestava 2X osnovne zmesi 
Sestavina Volumen (μL) 
10X pufer RT 2,0 
25X dNTP (100mM) 0,8 
5μM oligo(dT) začetniki 2,0 
RNAzni inhibitor (1 U/μL) 1,0 
Ultra čista voda brez nukleaz 3,2 
MultiScribeTM Reverzna transkriptaza (50 U) 1,0 
 Ʃ V 10 
 
3. Prenesli smo 10 μL predhodno redčene RNA (preglednica II) v 10 μL osnovne 
mešanice (preglednica III) ter ju temeljito premešali. Mikrocentrifugirki smo 
vstavili v ciklični termostat. 
4. Reakcija reverzne transkripcije je potekala pri sledečih pogojih: 
 
Preglednica IV: Pogoji reakcije reverzne transkripcije 
 1. korak  2. korak 3. korak 4. korak 
Temperatura (°C) 25 37 85 4 
Čas (min) 10 120 5 ∞ 
 
Pozorni moramo biti, da v programu nastavimo volumen reakcije na 20 μL. 
 
5. Po zaključku cikliranja smo pripravljeni cDNA označili in shranili v zamrzovalniku 
pri temperaturi -20 °C.  
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3.2.1.4 Pomnoževanje tarčnega zaporedja cDNA s PCR 
 
PCR je izjemno zmogljiva metoda, ki izkorišča sposobnost temperaturno obstojne DNA 
polimeraze, da pri naglih temperaturnih spremembah sintetizira novo verigo, ki je 
komplementarna matrični molekuli DNA. Za svoje delovanje nujno potrebuje specifične 
oligonukleotidne začetnike, s katerimi omejimo tarčno zaporedje, ki ga želimo pomnožiti 
[1, 9].  
V prejšnjem koraku smo iz vzorčnih molekul mRNA sintetizirali nabor cDNA, ki med 
drugim vsebujejo tudi CDS proteinov SOX5 in SOX6. PCR smo izvedli z uporabo 
reagenčnega kompleta Q5® High-Fidelity DNA Polymerase (New England BioLabs® Inc. 
– NEB). Prednost Q5® polimeraze je v natančnosti in hitrost pomnoževanja z izjemno 
nizko stopnjo napak, zato je predstavljala optimalno izbiro v procesu priprave vključkov 
DNA. Bistveno je bilo ustrezno načrtovanje oligonukleotidnih začetnikov, saj so morali v 
kompleksni mešanici vzorčne cDNA omejiti le specifični tarčni CDS gena SOX5 in SOX6 
ter ju tako učinkovito pomnožiti. Dolžina gena SOX5 znaša približno 2,3 kilobaze (kb), 
SOX6 pa približno 2,4 kb. Pričakovali smo minimalna odstopanja v dolžini genskih 
prepisov, saj se zaradi alternativnega izrezovanja intronov in povezovanja eksonov lahko 
razlikujejo (transkripcijske variante). Uporabili smo začetnike s previsno regijo, s katerimi 
smo načrtno vstavili specifični prepoznavni mesti za restrikcijski endonukleazi NotI ter 
KpnI. Tako smo po PCR sintetizirali produkte DNA z enakimi restrikcijskimi mesti kot jih 
vsebuje ekspresijski plazmid pFLAG-CMVTM-2.   
Vsebina kompleta: 
- 5X Q5 reakcijski pufer  
- 2 mM zmes nukleotidov (dNTPs) 
- 10 μM SOX5 Forward / 10 μM SOX6 Forward 
- 10 μM SOX5 Reverse / 10 μM SOX6 Reverse 
- Matrična cDNANTERA-2 (100 ng/μL) / cDNACaco-2 (100 ng/μL) 
- Q5® High-Fidelity DNA Polimeraza  
- 5X Q5 High GC Enhancer  
- Ultra čista voda brez nukleaz 
  




Z namenom preprečitve kontaminacije smo reakcijsko zmes pripravili v DNA 
komori, ki je bila predhodno temeljito očiščena s 70 % etanolom in vsaj 15 minut 
obsevana z UV svetlobo. 
Vzorce in potrebne reagente smo do uporabe hranili na ledu. Pred odmerjanjem smo vse 
sestavine temeljito premešali s pipetiranjem in kratkim centrifugiranjem (razen encima). 
Reakcijske mešanice smo pripravili v mikrocentrifugirkah volumna 0,2 mL. 
PCR smo izvedli v cikličnem termostatu (C1000TM, Bio-Rad) po navodilih proizvajalca 
reagenčnega kompleta  Q5® High-Fidelity DNA Polymerase (NEB) [66].   
1. Vzorčni cDNA smo ustrezno redčili do koncentracije 100 ng/μL (enačba 2). 
Proizvajalec priporoča, da za 50 μL reakcijsko mešanico dodamo od 1 ng do 1 μg 
DNA. V reakcijsko zmes smo dodali 200 - 400 ng cDNA.  
 
𝑉(𝑐𝐷𝑁𝐴) =  




 = 𝑥 
Enačba 2: Izračun redčitve vzorčne cDNA 
2. Pripravili smo reakcijski mešanici za pomnoževanje CDS gena SOX5 in SOX6. 
Encim smo dodali na koncu. Sestavi reakcijskih zmesi sta navedeni v preglednici 
V. 
Preglednica V: Sestava reakcijske zmesi za izvedbo PCR pri kloniranju genov SOX5 in SOX6 
Sestavina Volumen (μL) Končna koncentracija 
 SOX5 SOX6  
5X Q5 reakcijski pufer 10 20 1X 
2 mM zmes nukleotidov 
(dNTPs) 
5 10 200 μM 
10 μM SOX5/SOX6 Forward 
začetnik 
2,5 5 0,5 μM 
10 μM SOX5/SOX6 Reverse 
začetnik 
2,5 5 0,5 μM 
Matrična cDNANTERA-2/ 
cDNACaco-2  (100 ng/μL) 
2 4 < 1000 ng 
Q5® High-Fidelity DNA 
Polimeraza (2 U) 
0,5 1 0,02 U/μL 
5X Q5 High GC Enhancer 10 20 1X 
Ultra čista voda brez nukleaz 17,5 34 / 
Volumen zmesi Ʃ V 50 Ʃ V 100  
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3. Reakcijske zmesi smo prenesli v ciklični termostat in izvedli PCR pri pogojih, ki so 
navedeni v preglednici VI. Pred začetkom reakcije moramo biti pozorni, da v 
programu nastavimo volumen reakcije na 50 oziroma 100 μL.  
Preglednica VI: Pogoji PCR za pomnoževanje genov SOX5 in SOX6 
Stopnja reakcije Število ciklov Temperatura (°C) Čas 
Začetna denaturacija 1 98 30 s 
Denaturacija 
35 
98 10 s 
Prileganje  63 (SOX5) 
65 (SOX6) 
30 s 
Podaljševanje 72 85 s 
Končno podaljševanje 1 72 2 min 
Ohlajanje  1 4 ∞ 
 
4. Po končani PCR smo ustrezno dolžino fragmentov DNA potrdili z elektroforezno 
ločbo na agaroznem gelu. 
3.2.1.5 Elektroforezna ločba na agaroznem gelu in izolacija fragmentov DNA 
 
Elektroforeza je separacijska tehnika, ki omogoča ločevanje negativno nabitih molekul 
DNA v električnem polju pri konstantni napetosti. Poteka v zamreženem mediju, ki je v 
primeru ločevanja DNA najpogosteje agaroza. Negativen naboj jim dajejo fosfatne skupine 
na mestu 5', zato lahko potujejo od negativno nabite katode k pozitivno nabiti anodi. 
Tarčne DNA lahko identificiramo, v kolikor jih primerjamo s fragmenti DNA standardnih 
dolžin (lestvico). Zaznavanje na gelu nam omogoča dodatek barvil, ki po presvetlitvi z UV 
žarki oddajajo fluorescentno svetlobo – uporabljajo se alternative močno toksičnemu 
etidijevemu bromidu (npr. Midori Green) [1, 67].  
Tarčna produkta PCR sta daljša od 2 kb, zato je za ločbo bolj ustrezen 1 % agarozni gel, 
saj je premreženost manjša (lažje potovanje produktov) [1]. Ker elektroforezna ločba ne 
vpliva na integriteto molekul DNA (nedestruktivna metoda), jih lahko enostavno izoliramo 
in uporabimo v nadaljnjih korakih molekulskega kloniranja. 
Priprava 1 % agaroznega gela: 
Sestavili smo plastično stojalo in kadičko za pripravo agaroznega gela ter ju temeljito 
očistili s 70 % etanolom. V čisto erlenmajerico smo natehtali 0,75 g agaroze, dodali 75 mL 
1X TAE pufra ter dobro premešali. Zmes smo postavili v mikrovalovno pečico in jo 
segrevali toliko časa, da se je agaroza popolnoma raztopila (prozorna tekočina). Ko se je 
Klemen Mezgec  Magistrska naloga, 2019 
28 
 
raztopina nekoliko ohladila smo dodali 3 μL barvila Midori Green (Nippon Genetics) in jo 
temeljito premešali. Vlili smo jo v predhodno sestavljeno kadičko ter vstavili očiščen 
glavniček z 20 razdelki. Ko se je gel strdil (po približno 45 minutah), smo ga prestavili v 
čisto in označeno vrečko ter ga shranili v hladilnik pri temperaturi 4 °C. 
3.2.1.5.1 Elektroforezna ločba produktov PCR na agaroznem gelu 
 
Postopek: 
Ločbo tarčnih fragmentov DNA smo izvedli v elektroforezni kadički (Mini-Sub® Cell GT) 
priključeni na vir napetosti (PowerPacTM Basic). Elektroforezne ločbe smo izvajali 1 uro 
pri konstantni napetosti 90 V. Uporabili smo 1 % agarozni gel in delovno raztopino 1X 
TAE pufra. 
1. Iz založnega 50X TAE pufra smo pripravili delovno raztopino 1X TAE. V očiščen 
merilni valj smo dodali 20 mL temeljito premešanega 50X TAE in dodali 
prečiščeno H2O do 1 L. Pufer smo pred uporabo premešali.  
2. Vzorcem DNA smo pred nanosom na gel dodali ustrezen volumen nanašalnega 
barvila Blue/Orange Loading Dye, 6X (Promega) in jih temeljito premešali s 
pipetiranjem ter kratkim centrifugiranjem. V primeru gena SOX5 smo 50 μL vzorca 
dodali 10 μL nanašalnega barvila, pri genu SOX6 pa smo 100 μL vzorca dodali 20 
μL nanašalnega barvila.  
3. Gel smo položili v kadičko in vanjo vlili toliko 1X TAE pufra, da ga prekrije. Poleg 
vzorcev smo v primeru SOX5 nanesli še 5 μL lestvice Quick-Load® 1 kb DNA 
Ladder (NEB), v primeru SOX6 pa 1 kb DNA ladder (Nippon Genetics). Na 
podlagi optimizacije ločbe smo med lestvico in vzorci pustili vsaj en pas prazen.  
4. Ločbi sta trajali 60 minut pri konstantni napetosti 90 V.  
5. Po zaključku smo agarozni gel nemudoma prenesli v predhodno očiščen aparat za 
slikanje gelov (Uvitec ® Alliance 9.7). Na podlagi slike smo ocenili ustreznost 
dobljenih tarčnih fragmentov in nadaljevali z izolacijo fragmentov DNA iz gela.  
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3.2.1.5.2 Izolacija fragmentov DNA iz agaroznega gela 
 
Uporabili smo reagenčni komplet QIAquick® Gel Extracion Kit (Qiagen), saj omogoča 
enostavno izolacijo do 10 μg (70 bp - 10 kb dolgih) fragmentov DNA iz agaroznega gela. 
Zanesljivo odstrani nukleotide, encime, agarozo, soli, barvila in ostale nečistote, pri tem pa 
zagotovi več kot 80 % izkoristek tarčnih fragmentov DNA. Metoda je zasnovana na 
uporabi delcev silikagela, ki v prisotnosti pufrov z visoko vsebnostjo soli selektivno vežejo 
fragmente DNA [68]. 
3.2.1.6 Restrikcija tarčnih fragmentov DNA in plazmida pFLAG-CMVTM-2 
 
Molekulsko kloniranje zahteva uporabo restrikcijskih endonukleaz, ker omogočijo 
natančen razrez molekule DNA na specifičnih prepoznavnih mestih. Z ustreznim in silico 
načrtovanjem ter izbiro primernih encimov lahko natančno predvidimo lokacijo, kamor 
bomo vstavili tarčni fragment DNA. Za restrikcijo izoliranih tarčnih fragmentov SOX5 in 
SOX6 smo uporabili encima NotI in KpnI. Cepitev je lahko potekla, ker smo s previsnimi 
oligonukleotidnimi začetniki vnesli specifična prepoznavna mesta. Reakcijo smo prav tako 
izvedli na molekuli ekspresijskega plazmida pFLAG-CMVTM-2, saj v MCS vsebuje enaka 
prepoznavna cepitvena mesta. 
3.2.1.6.1 Restrikcija tarčnih fragmentov DNA 
 
Postopek:  
Restrikcijo tarčnih fragmentov SOX5 in SOX6 smo izvedli po protokolu proizvajalca 
restrikcijskih endonukleaz (NEB). S spletnim orodjem NEBcloner® smo ugotovili, da 
imata oba encima v pufru 2.1 (NEB) aktivnost višjo od 50 %. Vse reagente smo do 
uporabe hranili in odtajali na ledu. Pred odmerjanjem smo jih premešali s pipetiranjem in 
kratkim centrifugiranjem. Kot običajno smo encima dodali na koncu. Reakcijski zmesi 
smo pripravili v 1,5 mL mikrocentrifugirkah in ju v primeru kloniranja SOX5 inkubirali 
čez noč pri 37 °C, v primeru SOX6 pa 2 uri pri 37 °C. Postopka priprave sta navedena v 
preglednici VII. 
  
Klemen Mezgec  Magistrska naloga, 2019 
30 
 
Preglednica VII: Sestava reakcijskih zmesi za dvojno restrikcijo tarčnih fragmentov DNA 
Sestavina restrikcijske zmesi Volumen (μL) 
  
SOX5 SOX6 SOX5 SOX6 
NotI (20 U) NotI (10 U) 2 1 
KpnI (20 U) KpnI (10 U) 2 1 
Pufer 2.1 Pufer 2.1 4 2 
Ultra čista H2O Ultra čista H2O 17 9 
DNASOX5 (25 ng/ μL) DNASOX6 (45,4 ng/ μL) 15 ( ̴ 375 ng) 7 ( ̴ 330 ng) 
Volumen zmesi (μL) Ʃ 50 Ʃ 20 
 
3.2.1.6.2 Restrikcija in defosforilacija plazmida pFLAG-CMVTM-2 
 
Restrikcijo ekspresijskega plazmida pFLAG-CMVTM-2 smo izvedli z uporabo enakih 
encimov kakor za vključke (NotI in KpnI). Cepitveni mesti sta unikatni in med seboj 
oddaljeni za 35 bp. Tako smo ustvarili rezano molekulo plazmida z lepljivimi konci, ki so 
komplementarni tistim na enako obdelanih vključkih. Poleg restrikcije smo izvedli še 
defosforilacijo, saj močno zmanjša možnost nezaželene ponovne ciklizacije molekul 
plazmida in posledično rast lažno pozitivnih bakterijskih kolonij v koraku selekcije. To 
omogočajo encimi fosfataze (angl. Calf intestinal alkaline phosphatase – CIP), ker 
katalizirajo odstranitev fosfatne skupne na 5' mestu ter tako onemogočijo ponovno tvorbo 
fosfodiestrske vezi. Da smo vključka lahko uspešno vgradili v rezana plazmida, smo z 
ustreznim načrtovanjem restrikcije poskrbeli, da imata prost fosfat na 5' mestu [70]. 
Postopek: 
Priprava plazmida se v poteku dela ni bistveno razlikovala od restrikcije tarčnih 
fragmentov DNA. Dodatno smo naredili še defosforilacijo s CIP. Restrikcijski zmesi smo v 
primeru obeh kloniranj pripravili na enak način. Sestava je navedena v preglednici VIII. V 
primeru kloniranja gena SOX5 smo plazmidni vektor inkubirali čez noč pri 37 °C, v 
primeru SOX6 pa 2 uri pri 37 °C. 
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Preglednica VIII: Sestava reakcijske zmesi za restrikcijo in sočasno defosforilacijo plazmida pFLAG-CMVTM-2 
Sestavina restrikcijske zmesi Volumen (μL) 
NotI (10 U) 1 
KpnI (10 U) 1 
Pufer 2.1 2 
pFLAG-CMVTM-2 (861 ng/μL) 1,5 (  ̴1300 ng/μL) 
CIP (20 U) 2 
Ultra čista H2O 14,5 
 Ʃ V 22 
 
3.2.1.7 Elektroforezna ločba rezanega plazmida in izolacija iz agaroznega gela 
 
3.2.1.7.1 Elektroforezna ločba rezanega plazmida na agaroznem gelu 
 
Uspešnost restrikcije plazmida smo preverili z elektroforezno ločbo na 1 % agaroznem 
gelu. Pri kloniranju gena SOX5 smo ustreznost plazmida preverili z lestvico Quick-Load® 
1 kb DNA Ladder (NEB), v primeru gena SOX6 pa z lestvico 1 kb DNA ladder (Nippon 
Genetics). Rezana plazmida smo pred nanosom ustrezno pripravili, in sicer tako, da smo 
jima dodali ustrezno količino nanašalnega pufra Blue/Orange Loading Dye, 6X (Promega). 
Pri obeh kloniranjih smo 22 μL rezanega plazmida dodali 4,4 μL nanašalnega barvila. 
Elektroforezna ločba je v obeh primerih trajala 60 minut pri konstantni napetosti 90 V.  
3.2.1.7.2 Izolacija rezanega plazmida iz agaroznega gela 
 
Ustrezno rezani molekuli plazmida smo po končani elektroforezi izolirali iz agaroznega 
gela. Izolacijo smo izvedli po protokolu reagenčnega kompleta QIAquick® Gel Extraction 
Kit (Qiagen) [68]. Po izolaciji smo s spektrofotometrom NanoDropTM One izmerili 
koncentracijo ter ju shranili v zamrzovalnik pri temperaturi – 20 °C. 
3.2.1.8 Čiščenje rezanih fragmentov DNA in molekul plazmida  
 
Rezana tarčna fragmenta DNA in linearni molekuli plazmida smo v naslednjem koraku 
očistili po protokolu reagenčnega kompleta QIAquick® PCR purification kit (Qiagen) 
[71]. Komplet izkorišča tehnologijo selektivne vezave molekul DNA na delce silikagela in 
tako omogoča čiščenje do 10 kb dolgih molekul. Gre za pomemben postopek v procesu 
molekulskega kloniranja, saj z njim odstranimo odvečne encime, nukleotide, 
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oligonukleotidne začetnike in sestavine pufrov ter tako povečamo učinkovitost nadaljnjih 
korakov [1, 71]. 
Tako smo molekule vključkov optimalno pripravili za vstavitev v MCS rezanih plazmidov 
– ligacijo.  
3.2.1.9 Ligacija vključkov DNA v rezane molekule plazmida 
 
Ligacija je zadnji korak v postopku priprave rekombinantne molekule DNA, kjer encim 
DNA ligaza katalizira sintezo kovalentne fosfodiestrske vezi med 3' hidroksilno in 5' 
fosfatno skupino koncev verig. Ker gre za precej neučinkovit proces, smo že pri 
načrtovanju molekulskega kloniranja izbrali restrikcijska encima, ki ustvarita lepljive 
konce. Vključka smo v reakciji ligacije vstavili v MCS linearnih molekul plazmida 
pFLAG-CMVTM-2. Tako smo sintetizirali rekombinantne molekule DNA, sestavljene iz 
CDS gena SOX5 in SOX6 ter plazmidnega ogrodja pFLAG-CMVTM-2. 
Postopek: 
Za pripravo optimalne ligacijske zmesi smo se zgledovali po protokolu proizvajalca T4 
ligaze (NEB). Za izračun potrebnih volumnov vključkov DNA smo uporabili 
NEBioCalculatorTM [73]. Ligacijo smo izvedli pri molarnem razmerju 3:1 
(vključek:vektor), za katero smo uporabili 50 ng rezanega plazmida in na podlagi velikosti 
izračunano maso vključka (preglednica IX). Vse reagente smo hranili na ledu in jih pred 
odmerjanjem premešali s pipetiranjem ter kratkim centrifugiranjem. Encim T4 ligazo smo 
dodali na koncu. Postopka priprave reakcijskih zmesi sta navedena v preglednici X. 










DNASOX5 3:1 ̴ 2,3 73,73 50 
DNASOX6 3:1 ̴ 2,45 76,60 50 
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Preglednica X: Sestava ligacijskih zmesi pri kloniranju genov SOX5 in SOX6 
 
Sestavina ligacijske zmesi 
 
Volumen (μL) 
 SOX5 SOX6 
Rezan pFLAG-CMVTM-2 (5 ng/μL) 8 7,5 
DNASOX5 (8,9 ng/μL)/ DNASOX6 (8,4 ng/μL) 7 9 
T4 pufer 2,5 2,5 
T4 ligaza (20 U) 1 1 
Ultra čista H2O 1,5 / 
Volumen zmesi Ʃ V 20 
 
Poleg vzorčnih mešanic smo pripravili še negativni kontroli, ki ne vsebujeta tarčnih 
fragmentov DNA. Odsotnost vključkov smo nadomestili z ultra čisto vodo. 
Vse ligacijske zmesi smo inkubirali 2 uri pri sobni temperaturi.  
3.2.1.10 Delo z bakterijami 
 
Pri delu z bakterijami smo bili pozorni, saj gre za biološki material, ki ga moramo 
obravnavati kot potencialno kužen. Prav tako moramo poskrbeti, da ne kontaminiramo 
vzorcev. Z bakterijami delamo v aseptičnih pogojih na sterilni površini, ob prisotnosti 
gorilnika in z uporabo sterilnega materiala. 
3.2.1.10.1 Transformacija rekombinantnih plazmidov v kompetentne bakterijske 
celice E. coli DH5α 
 
Transformacija je mehanizem, ki kompetentni gostiteljski celici omogoča privzem tuje 
DNA. V procesu molekulskega kloniranja govorimo o privzemu rekombinantne plazmidne 
DNA, ki ima sposobnost preživetja in neodvisnega podvojevanja v gostiteljski celici. 
Večina bakterijskih vrst (tudi E. coli) lahko sprejme le omejeno količino DNA, zato jih je 
za povečanje sprejemne sposobnosti potrebno fizikalno ali kemijsko obdelati (postanejo 
kompetentne). V našem primeru smo uporabili celice E. coli, sev DH5α, ki so bile 
predhodno kemijsko obdelane s CaCl2 [1]. Za transformacijo smo uporabili tekoče gojišče 
Luria Bertani (LB) in petrijevke s trdnim LB gojiščem z dodanim ampicilinom (LBA). Ker 
so bila pred uporabo hranjena v hladilniku pri 4 °C, smo jih za optimalno izvedbo metode 
ogreli na 37 °C. 




Transformacijo kompetentnih bakterijskih celic E. coli DH5α smo izvedli s toplotnim 
šokom po prirejenem protokolu NEB [74]. Celice smo odtajali na ledu, ker že kratka 
izpostavitev višjim temperaturam lahko močno zmanjša sposobnost privzema molekul 
DNA. Metodo smo izvedli na enak način tako pri kloniranju gena SOX5 kot tudi SOX6 
(vključno z negativnima kontrolama). 
1. V 50 μL na ledu odtajanih kompetentnih celic smo dodali 10 μL ligacijskih zmesi 
in jih nežno premešali s pipetiranjem.  
2. Zmesi smo 30 do 45 minut inkubirali na ledu.  
3. Mikrocentrifugirke smo za 45 sekund postavili v vodno kopel, segreto na 42 °C. Po 
toplotnem šoku smo dodali 250 μL predhodno segretega gojišča LB (37 °C) 
4. Pripravljene zmesi smo inkubirali 1 uro pri 37 °C ob stresanju pri 225 rpm.  
5. Po inkubaciji smo jih 2 minute centrifugirali pri sobni temperaturi in 2500 rpm. 
Odstranili smo 150 μL supernatanta in s pipetnim nastavkom resuspendirali nastale 
pelete. Tako smo pred nanosom na gojišče povečali koncentracijo bakterijskih 
celic.  
6. 100 μL suspenzije smo nanesli na predhodno segreta trdna gojišča LBA. Plošče 
smo zavili v aluminijasto folijo (tako preprečimo dostop svetlobe) in jih inkubirali 
čez noč pri 37 °C. 
Učinkovitost postopka smo preverili tako, da smo v 50 μL kompetentnih celic 
transformirali 1 μL (c  ̴  570 ng/μL) nerezanega plazmida – pozitivna kontrola.  
3.2.1.10.2 Izolacija rekombinantnih plazmidov iz bakterijskih celic  
 
Z opazovanjem rasti bakterijskih kolonij na trdnem gojišču LBA lahko učinkovito 
zaznamo le tiste celice, ki so uspešno privzele molekule plazmida. V svoji strukturi 
vsebuje gen Ampr, ki bakterijam omogoča razvoj rezistence na ampicilin v gojišču. V 
primeru pozitivne kontrole vedno pride do rasti, saj je razvoj rezistence neodvisen od 
uspešnosti kloniranja (tudi prazen plazmid vsebuje gen Ampr). Izolacijo smo izvedli po 
protokolu proizvajalca reagenčnega kompleta QIAprep® Spin Miniprep Kit (Qiagen). 
Omogoča nam enostavno pridobitev do 20 μg visoko kakovostne plazmidne DNA [75]. 
Ker gre za delo z bakterijami, smo metodo izvajali v sterilnem okolju.   
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3.2.1.10.3 Meritev koncentracij izoliranih molekul plazmidne DNA 
 
Po izolaciji plazmidnih DNA iz bakterij smo izmerili njihovo koncentracijo na 
kompaktnem UV-Vis spektrofotometru NanoDropTM One. Patentiran sistem zadrževanja 
kapljice vzorca na podstavku je posledica površinske napetosti, ki vodi v nastanek 
stebrička tekočine. Pri potovanju svetlobe skozi vzorec se svetloba absorbira na molekulah 
DNA ali RNA, prepuščene žarke pa zazna detektor. Program spektrofotometra na podlagi 
Beer-Lambertovega zakona izračuna koncentracijo molekul v vzorcu. Pri izračunu, poleg 
izmerjene absorbance upošteva še znano vrednost ekstinkcijskega faktorja, ki se razlikuje 
glede na vrsto merjenih molekul in dolžino optične poti [76].   
Spektrofotometer smo očistili z destilirano vodo in na prikazovalniku izbrali meritev 
koncentracije molekul DNA. V prvem koraku smo izmerili absorbanco slepega vzorca 
(destilirana voda). Na podstavek smo nanesli 1,5 μL vzorčne plazmidne DNA in odčitali 
koncentracijo pri valovni dolžini 260 nm. Med vsako meritvijo smo podstavek obrisali s 
staničevino. Spektrofotometer je poleg koncentracije izračunal še razmerje absorbanc pri 
valovni dolžini 260/230 nm in 260/280 nm ter nam tako podal informacije o čistosti 
merjene DNA.   
3.2.2 Preverjanje uspešnosti molekulskega kloniranja genov SOX5 in SOX6  
 
3.2.2.1 Potrditvena restrikcijska analiza 
 
Potrditvena restrikcijska analiza je metoda, s katero enostavno in poceni preverimo 
uspešnost kloniranja. Iz skloniranih plazmidnih DNA z enakimi restrikcijskimi 
endonukleazami kakor za kloniranje izrežemo tarčna vključka in ustreznost njunih dolžin 
preverimo z elektroforezno ločbo na 1 % agaroznem delu.  
Postopek: 
Pri potrditveni restrikcijski analizi smo prav tako uporabili encima NotI in KpnI ter pufer 
2.1. Ker smo želeli preveriti vse izolirane plazmidne DNA smo pripravili toliko 
restrikcijskih zmesi, kolikor je bilo vzorcev. Metodo smo izvedli po prilagojenem 
protokolu proizvajalca NEB, kjer smo v vsako vzorčno zmes dodali od 200 do 300 ng 
izolirane DNA. Pri pripravi negativne kontrole smo uporabili še  ̴ 500 ng celega (brez 
encimov) in rezanega plazmida brez vključka. Sestava kontrolnih zmesi je navedena v 
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preglednici XI. Vse reagente smo hranili na ledu in jih pred uporabo premešali s 
pipetiranjem ter kratkim centrifugiranjem. Encima smo dodali na koncu.  
Preglednica XI: Sestava zmesi za pripravo negativnih kontrol pri potrditveni restrikcijski analizi (rezan in cel 
plazmid) 
Sestavina zmesi Volumen (μL) 
 Rezan plazmid Cel plazmid 
NotI (10 U) 1 / 
KpnI (10 U) 1 / 
Pufer 2.1 1 / 
pFLAG-CMVTM-2 (  ̴500 ng) 1 1 
Ultra čista H2O 21 24 
 Ʃ V 25 
 
Načina priprave vzorčnih restrikcijskih zmesi pri kloniranju genov SOX5 in SOX6 sta 
navedena v preglednici XII. 
Preglednica XII: Sestava vzorčnih zmesi za izvedbo potrditvene restrikcijske analize kandidatnih plazmidnih 
DNA pri kloniranju genov SOX5 in SOX6. V posamezno zmes smo dodali od  ̴ 200 do   ̴300 ng plazmidne DNA 
Sestavina zmesi Volumen (μL) 
NotI 1 
KpnI 1 
Pufer 2.1 1 
plazmidna DNA (200-300 ng) 5/1,5/1 
Ultra čista H2O dopolnimo razliko do 25 
 Ʃ V 25 
 
Restrikcijske zmesi smo 3 ure inkubirali pri 37 °C. Po zaključku smo uspešnost potrdili z 
elektroforezno ločbo na 1 % agaroznem gelu. Poleg 5 μL lestvice fragmentov DNA 
standardnih dolžin (NEB in Nippon Genetics) smo nanesli še 30 μL vzorčnih zmesi s 
primešanim nanašalnim barvilom (6X Blue/Orange Loading Dye). Elektroforezna ločba je 
trajala 60 minut pri konstantni napetosti 90 V. 
  
Klemen Mezgec  Magistrska naloga, 2019 
37 
 
3.2.2.2 Določitev nukleotidnega zaporedja  
 
Za dokončno potrditev uspešnosti molekulskega kloniranja genov SOX5 in SOX6 smo na 
podlagi rezultatov potrditvene restrikcijske analize kandidatne rekombinantne plazmidne 
DNA poslali na sekvenciranje k podjetju Eurofins GATC Biotech GmbH (Konstanz, 
Nemčija). Vzorce smo pripravili po navodilih ponudnika storitev.  
Postopek metode: 
GATC za sekvenciranje vzorčnih plazmidnih DNA zahteva reakcijsko zmes volumna 10 
μL. 5 μL oligonukleotidnih začetnikov s koncentracijo 5 μM (pmol/μL) smo dodali 5 μL 
redčene plazmidne DNA s koncentracijo 100 ng/μL. Izračun redčitev prikazuje enačba 3. 
Za zanesljivo potrditev uspešnosti kloniranja smo pri določanju nukleotidnega zaporedja 
uporabili začetnike, ki prilegajo molekuli plazmida (univerzalni) in tarčnima vključkoma 
(začetniki za kloniranje). Navedeni so v prilogi 1.  
𝑉 (𝐷𝑁𝐴) =  
100 
𝑛𝑔
μL  ×  5 μL 
𝑐 (𝑘𝑜𝑛𝑐𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎𝑐𝑖𝑗𝑎 𝑖𝑧𝑜𝑙𝑖𝑟𝑎𝑛𝑒 𝐷𝑁𝐴)
 
Enačba 3: Izračun redčitve izoliranih plazmidnih DNA (končna koncentracija znaša 100 ng/μL) 
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4 REZULTATI IN RAZPRAVA 
4.1 RAČUNALNIŠKO NAČRTOVANJE IN SESTAVLJANJE PLAZMIDNIH 
KONSTRUKTOV 
 
Plazmidne konstrukte smo načrtovali in silico s pomočjo spletnega orodja Benchling (San 
Francisco, CA, ZDA). Simulirali smo vstavitev tarčnih kodirajočih zaporedij genov SOX5 
in SOX6 v ekspresijska plazmidna vektorja pFLAG-CMVTM-2. Natančna velikost plazmida 
znaša 4679 bp. Pri načrtovanju molekulskega kloniranja smo se odločili za uporabo 
restrikcijskih endonukleaz NotI in KpnI, ki prepoznata palindromna cepitvena mesta v 
poliklonski regiji. Na plazmidnih mapah sta encima označena z oranžno in zeleno barvo 
(slika 7 in 8). Med seboj sta oddaljena 35 bp in po cepitvi fosfodiestrskih vezi na obeh 
prepoznavnih mestih, ustvarita komplementarna lepljiva konca. Na enak način smo 
obdelali tarčne fragmente pomnožene DNA, katerim smo s PCR vnesli identična 
prepoznavna cepitvena mesta. Tako smo ponovno ustvarili lepljive konce, ki so se 
natančno prilegali rezanemu plazmidu. Pri izražanju genov SOX5 in SOX6 lahko nastajajo 
različno dolge molekule mRNA, ki so posledica alternativnega izrezovanja intronov ter 
povezovanja eksonov v procesu dozorevanja pre-mRNA. Na podlagi analize referenčnih 
CDS genov iz baze podatkov nacionalnega centra za biotehnološke informacije (angl. 
National Center for Biotehnology Information – NCBI), smo ugotovili, da sta najpogostejši 
transkripcijski različici tarčnih genov SOX5 in SOX6 dolgi  ̴ 2,3 ter  ̴ 2,4 kb. Po vstavitvi v 
rezan plazmid sta se molekuli povečali za dolžino vstavljenega fragmenta DNA. 
Regija MCS je dolga 67 bp in se nahaja za promotorjem CMV ter nukleotidnim 
zaporedjem, ki kodira N-terminalno oznako FLAG. pFLAG-CMVTM-2 je ekspresijski 
plazmid, zato je pomembno, da so sintetizirani proteini označeni. FLAG označba močno 
olajša nadaljnje eksperimentalno delo, saj lahko izražene proteine zaznamo preko 
interakcij s specifičnimi protitelesi (anti-FLAG). Nukleotidno zaporedje FLAG je dolgo 24 
bp in kodira 8 aminokislin (DYKDDDDK) [58]. Pri in silico načrtovanju molekulskega 
kloniranja smo morali biti pozorni, da vključek ne povzroči premika ORF, kajti v tem 
primeru bi v transfeciranih celicah prišlo do sinteze neustreznih proteinov ali nastanka 
STOP kodona. Pred nukleotidnim zaporedjem FLAG se nahaja triplet ATG, ki kodira 
aminokislino metionin, le-ta pa je označevalec začetka transkripcije (start kodon) in 
zagotavlja ORF. Za boljšo ponazoritev glavnih strukturnih in funkcionalnih elementov 
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rekombinantnih plazmidov smo pred kloniranjem CDS genov SOX5 ter SOX6 pripravili 
plazmidni mapi (sliki 7 in 8).   
 
Slika 7: Računalniško pripravljena plazmidna mapa pri kloniranju gena SOX5. Ogrodje predstavlja ekspresijski 
plazmid pFLAG-CMVTM-2, v katerega smo vstavili kodirajoče zaporedje gena SOX5 (predpostavili smo transkripcijsko 
varianto 1). 
 
Slika 8: Računalniško pripravljena plazmidna mapa pri kloniranju gena SOX6. Ogrodje predstavlja ekspresijski 
plazmid pFLAG-CMVTM-2, v katerega smo vstavili kodirajoče zaporedje gena SOX6 (predpostavili smo transkripcijsko 
varianto 1).   
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4.2 MOLEKULSKO KLONIRANJE 
4.2.1 Izolacija RNA iz celičnih linij NTERA-2 in Caco-2 
 
Koncentracijo izoliranih RNANTERA-2 in RNACaco-2 smo izmerili s spektrofotometrom 
NanoDropTM One ter izračunali razmerji absorbanc pri valovni dolžini 260/280 ter 260/230 
nm. Za učinkovito nadaljevanje molekulskega kloniranja smo potrebovali kakovostno 
RNA z razmerjem A260/280 v bližini 2 ter A260/230 med 1,8 in 2,2. Na A260/280 razmerje imajo 
največji vpliv nečistoče, med katere spadajo proteini, fenoli ali ostale snovi, ki močno 
absorbirajo svetlobo v bližini 280 nm [77]. Razmerje A260/230 je kazalec prisotnosti tistih 
nečistoč, ki absorbirajo pri valovni dolžini približno 230 nm (npr. etilendiamintetraocetna 
kislina – EDTA) in je odvisno od vrednosti pH ter ionske moči uporabljene slepe 
raztopine. V obeh primerih sta bili vrednosti znotraj priporočenega intervala, kar potrjuje 
čistost in kakovost naših izoliranih molekul RNA. Vrednosti so navedene v preglednici 
XIII. 
Preglednica XIII: Vrednosti koncentracij in razmerij absorbanc izolirane RNANTERA-2 in RNACaco-2 
Vrsta RNA Koncentracija (ng/μL) A260/280 nm A260/230 nm 
NTERA-2 703 2,07 2,15 
Caco-2 1909 2,11 2,1 
 
Izolirani RNANTERA-2 in RNACaco-2 smo v reakciji reverzne transkripcije uporabili kot 
matrici za izvedbo prepisa v cDNA.   
4.2.2 Reverzna transkripcija  
 
Reverzna transkripcija je ena izmed ključnih stopenj v procesu molekulskega kloniranja 
genov, saj nam omogoča sintezo cDNA, ki kodira zapis za funkcionalna tarčna proteina 
SOX5 in SOX6.  
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4.2.2.1 Reverzna transkripcija RNANTERA-2 pri kloniranju gena SOX5 
4.2.2.1.1 Optimizacija reakcije reverzne transkripcije  
 
Neuspele ponovitve PCR so botrovale k odpravljanju težav in optimizaciji reverzne 
transkripcije. Pri molekulskem kloniranju gena SOX5 smo za PCR sprva uporabili cDNA 
pripravljeno z uporabo naključnih heksamernih začetnikov. Poskusi PCR, kjer smo 
uporabili tako pridobljeno cDNA, niso pomnožili ustreznega tarčnega DNA zaporedja 
(slika 9 in 10). Na podlagi lastnosti naključnih heksamernih začetnikov smo domnevali, da 
so možen vzrok za neuspešno pomnoževanje. Pri reverzni transkripciji so najverjetneje 
nastali prekratki fragmenti, ki niso vsebovali ustreznega nukleotidnega zaporedja za 
vezavo previsnih oligonukleotidnih začetnikov pri PCR. Na podlagi rezultatov smo se 
odločili, da ponovimo reverzno transkripcijo RNANTERA-2 in uporabimo oligo(dT) 
začetnike. Bistvena prednost je v specifiki vezave, saj se vežejo na 3' poli(A) rep zrelih 
mRNA in tako omogočijo nastanek bolj specifičnih in običajno daljših molekul cDNA [4]. 
Rezultati elektroforezne ločbe, kjer smo uporabili tako pridobljeno matrično cDNA, so 
izkazali uspešno pomnoževanje tarčnega CDS gena SOX5. 
4.2.2.2 Reverzna transkripcija RNACaco-2 pri kloniranju gena SOX6 
 
Na podlagi rezultatov optimizacije reverzne transkripcije pri molekulskem kloniranju gena 
SOX5 smo se tokrat takoj odločili za uporabo oligo(dT) začetnikov. Odločitev je bila 
ustrezna, saj smo po optimizaciji ostalih pogojev PCR nemudoma pomnožili ustrezno CDS 
gena SOX6 (slika 14).  
4.2.3 PCR in potrditev uspešnosti pomnožitve tarčnih fragmentov DNA z agarozno 
elektroforezo 
 
Po reverzni transkripciji smo z uporabo oligonukleotidnih začetnikov s previsnimi regijami 
naredili PCR in tako iz cDNA pomnožili tarčni CDS genov ter sočasno vnesli prepoznavna 
cepitvena mesta za izbrani restrikcijski endonukleazi. Ustreznost nastalih produktov smo 
potrdili z elektroforezno ločbo na 1 % agaroznem gelu. V kolikor je bila PCR uspešna, 
smo po ločbi identificirali fragmente DNA, ki so ustrezali dolžini   ̴2,3 za SOX5 (slika 11) 
oziroma  ̴ 2,4 kb za SOX6 (slika 14).   
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4.2.3.1 Pomnoževanje tarčnega kodirajočega zaporedja gena SOX5 
 
4.2.3.1.1 Optimizacija PCR za SOX5 in elektroforezne ločbe na agaroznem gelu 
 
Pomnoževanje tarčnega produkta s PCR je zahtevalo številne optimizacije, s katerimi smo 
zagotovili ustrezne reakcijske pogoje. Načrtno smo spreminjali temperaturo in čas 
posameznih korakov v cikličnem termostatu ter način priprave cDNA z reakcijo reverzne 
transkripcije. Optimizacije PCR smo izvajali na podlagi protokola proizvajalca Q5® High-
Fidelity DNA polimeraze (NEB) [66]. 
Pri prvem poskusu pomnožitve tarčnega fragmenta smo kot matrico uporabili cDNANTERA-
2, ki je bila pripravljena z uporabo naključnih heksamernih začetnikov. Način priprave 
osnovne zmesi in izvedbe reakcije reverzne transkripcije je temeljil na protokolu 
proizvajalca reagenčnega kompleta High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit [65].  
Z naglim segrevanjem in ohlajanjem, ciklični termostat omogoča denaturacijo dsDNA, 
vezavo oligonukleotidnih začetnikov in podaljševanje tarčnega zaporedja. 30 sekund 
trajajoča začetna denaturacija pri 98 °C naj bi bila zadovoljiva za obdelavo večine 
matričnih molekul dsDNA. V kolikor pomnožujemo dolge in z GC baznimi pari bogate 
matrice, se čas lahko podaljša na 3 minute. Kljub temu, da pomnoževanje katalizirajo 
temperaturno obstojne DNA polimeraze lahko časi, ki so daljši od 3 minut povzročijo 
njihovo inaktivacijo in posledično izgubo encimske aktivnosti [79]. Tarčni fragment DNA, 
ki ustreza CDS gena SOX5, je dolg ̴ 2,3 kb in vsebuje 50,5 % GC bp. Zaradi omenjenih 
lastnosti smo se odločili, da za začetno denaturacijo izvedemo v enem ciklu pri 98 °C in 
trajanju 30 sekund. Da lahko sintetiziramo velike količine identičnih kopij tarčnega 
zaporedja je potrebno večkratno ponavljanje treh osrednjih korakov, in sicer denaturacije, 
prileganja ter podaljševanja. Odločili smo se za 35 ciklov, saj se s pretiranem večanjem 
števila ciklov sorazmerno povečuje verjetnost za tvorbo nezaželenih sekundarnih 
produktov [79]. Pri denaturaciji smo uporabili čas in temperaturo, ki sta navedeni v 
proizvajalčevemu protokolu (preglednica XIV). Oligonukleotidni začetniki so eni izmed 
ključnih dejavnikov PCR, saj s specifično vezavo omejijo matrično nukleotidno zaporedje 
ter zagotovijo pomnoževanje izbranega odseka DNA. Ustrezna temperatura prileganja je 
tista, ki poleg nukleotidnega zaporedja začetnikov zagotovi specifičnost vezave. V kolikor 
je previsoka ne bo prišlo do vezave in pomnoževanje bo onemogočeno. V primeru 
prenizke temperature pa bo prišlo do nespecifične vezave ter pomnoževanja potencialno 
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neustreznih produktov [1]. Pri pomnoževanju tarčnega CDS gena SOX5 smo za izračun 
temperature prileganja uporabili spletno orodje [80]. Korak je trajal 30 sekund pri 63 °C. 
Podaljševanje tarčnega nukleotidnega zaporedja smo izvajali 80 sekund pri 72 °C. Čas je 
odvisen od dolžine, zato smo ga ocenili na podlagi navodil proizvajalca (20 do 40 sekund/1 
kb). Po zaključenih 35 ciklih je sledilo še zaključno podaljševanje, ki je trajalo še dodatni 2 
minuti pri 72 °C. Reakcijski pogoji so navedeni v preglednici XIV. 
Preglednica XIV: Pogoji prve PCR reakcije pri pomnoževanju tarčnega kodirajočega zaporedja gena SOX5 
Stopnja reakcije Število ciklov Temperatura (°C) Čas 
Začetna denaturacija 1 98 30 s 
Denaturacija 
35 
98 10 s 
Prileganje  63 30 s 
Podaljševanje 72 80 s 
Končno podaljševanje 1 72 2 min 
Ohlajanje  1 4 ∞ 
 
Potrditev prisotnosti oziroma ustreznosti produkta PCR, smo opravili 
z elektroforezno ločbo. V kolikor bi bil produkt ustrezen, bi 
pričakovali liso v višini fragmentov DNA standardnih dolžin, ki 
označujeta dolžino 2 in 3 kb. Na podlagi slike gela smo ocenili, da ni 
prišlo do ustreznega pomnoževanja specifičnega tarčnega zaporedja 
(slika 9). Kljub temu smo zaznali šibki lisi, vendar se nahajata 
previsoko (v višini   ̴ 3 kb). Rezultati so nakazovali na to, da je 
fragment predolg. Na podlagi analiziranih rezultatov smo se odločili 
za temeljito optimizacijo pogojev izvedbe PCR in agarozne 
elektroforeze. 
 
Slika 9: Slika agaroznega gela po ločbi tarčnih produktov iz prvega poskusa PCR. Na gel smo od leve proti desni 
nanesli lestvico fragmentov DNA standardnih dolžin (Quick-Load® 1 kb DNA Ladder) – M in dve enaki vzorčni zmesi – 
VZ. Elektroforezna ločba je potekala na 2 % agaroznem gelu pri konstantni napetosti 100 V in trajanju 60 minut. Z 
rdečo sta obkroženi šibki lisi, medtem ko je s puščico označen standardni fragment, ki označuje 3 kb. 
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Optimizacija korakov denaturacije in podaljševanja ter pogojev elektroforezne ločbe: 
Ustrezne pogoje PCR smo skušali zagotoviti s podaljšanjem časa denaturacije. To običajno 
storimo v primerih, ko podaljšujemo dolge fragmente DNA oziroma, ko matrica vsebuje 
visok delež GC baznih parov (nad 60 %) [79]. CDS gena, ki ga želimo pomnožiti je dolgo  ̴ 
2,3 kb in vsebuje 50,5 % GC, zato smo se odločili za podaljšan čas denaturacije. Zaradi 
neuspelega pomnoževanja smo prav tako prilagodili čas cikličnega in končnega 
podaljševanja. Preostali reakcijski pogoji PCR so glede na prvi poskus ostali 
nespremenjeni (preglednica XIV). Zaradi ponavljajočih neustreznih ločb smo prav tako 
prilagodili pogoje elektroforeze. Sprva smo jo izvajali na 2 % agaroznem gelu pri 
konstantni napetosti 100 V. V nadaljevanju smo delež agaroze zmanjšali na 1 % ter znižali 
konstantno napetost na 90 V. Čas trajanja je bil v vseh primerih enak, in sicer 60 minut. Po 
vpeljavi sprememb je bila ločba veliko boljša, vendar kljub temu smo v nekaterih primerih 
opazili zbitje daljših fragmentov DNA standardnih dolžin (slika 10 in 11). 
Optimizacija temperature prileganja oligonukleotidnih začetnikov: 
Za izračun optimalne temperature prileganja oligonukleotidnih začetnikov, so nam v 
pomoč spletna orodja, vendar kljub temu pogosto ne zagotovimo pomnoževanja tarčnega 
fragmenta DNA. Ker ga v dosedanjih poskusih optimizacije nismo uspeli pomnožiti, smo 
izvedli PCR pri osmih različnih temperaturah prileganja (gradientni PCR), medtem ko so 
preostali pogoji ostali nespremenjeni (preglednica XIV). Tako smo želeli ugotoviti 
ustrezne pogoje za učinkovito prileganje in posledično specifično pomnoževanje tarčnega 
produkta. Reakcijsko zmes smo pripravili po navodilih proizvajalca (preglednica V) in kot 
matrico uporabili cDNANTERA-2, prepisano z uporabo naključnih heksamernih začetnikov. 
Na gel smo jih nanesli kot je navedeno v preglednici XV. Pri optimalnih pogojih smo 
pričakovali liso, ki ustreza dolžini  ̴ 2,3 kb, vendar je iz slike 10 razvidno, da ni prišlo do 
pomnoževanja tarčnega CDS gena SOX5. Na podlagi dosedanjih izsledkov smo sklepali, 
da je najverjetneje vzrok za neuspešno pomnoževanje neustrezno pripravljena cDNANTERA-
2.  
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Preglednica XV: Razlaga kratic pri nanosu vzorcev na agarozni gel. Oznake od A do H predstavljajo enake vzorce, ki 
se med seboj razlikujejo le na podlagi temperature prileganja 



























Slika 10: Slika agaroznega gela po PCR s temperaturnim gradientom prileganja začetnikov. Elektroforezna ločba 
je potekala na 1 % agaroznem gelu pri konstantni napetosti 90 V in trajanju 60 minut.  
 
Optimizacija PCR s spremembo priprave cDNANTERA-2:   
Sklepali smo, da naključni heksamerni oligonukleotidni začetniki niso zagotovili 
prepisovanja celotnega CDS gena SOX5 – nastanek prekratkih fragmentov. Zaradi 
odsotnosti vezavnih mest ni prišlo do ustreznega prileganja začetnikov in PCR je bila 
onemogočena. Reakcijo reverzne transkripcije smo prilagodili tako, da smo naključne 
heksamere nadomestili z oligo(dT) začetniki. Tako smo pridobili novo matrico 
cDNANTERA-2, ki je bila po vsej verjetnosti daljša od predhodne in je vsebovala celotno 
CDS gena SOX5 (vključno s 5' koncem molekule). Iz slike 11 je razvidno, da je bila tokrat 
reverzna transkripcija in sinteza cDNANTERA-2 uspešna, saj tri intenzivne lise ustrezajo 
pričakovani dolžini gena ( ̴ 2,3 kb). Ustreznost produkta smo dodatno potrdili z odsotnostjo 
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lise pri negativni kontroli in tako izključili sum, da bi lahko vzorčne lise ustrezale matrični 
cDNANTERA-2.  
 
Slika 11: Slika agaroznega gela po uspešni PCR reakciji. Na gel smo od leve proti desni nanesli lestvico fragmentov 
DNA standardnih dolžin (Quick-Load® 1 kb DNA Ladder) – M, tri enake vzorčne zmesi – VZ in negativno kontrolo 
(samo matrična cDNANTERA-2) – NK. Ločba je potekala na 1 % agaroznem gelu pri konstantni napetosti 90 V in trajanju 
60 minut. Z rdečo puščico so označene tri intenzivne lise v višini, ki ustrezajo tarčnemu produktu. 
 
Ker proces izolacije DNA iz agaroznega gela terja velike izgube produkta smo pripravil tri 
reakcijske mešanice ter tako učinkovito povečali njegov izplen. Koncentracijo smo izmerili 
s spektrofotometrom NanoDropTM One in znašala je zadovoljivih 25 ng/μL. Prav tako smo 
z meritvami A260/280 nm in A260/230 nm dokazali ustrezno čistost izolirane cDNA. 
4.2.3.2 Pomnoževanje tarčnega kodirajočega zaporedja gena SOX6 
4.2.3.2.1 Optimizacija PCR za SOX6 in elektroforezne ločbe na agaroznem gelu 
 
Pomnoževanje CDS gena SOX6 ni bilo tako težavno, saj smo večino dejavnikov 
optimizirali že v primeru kloniranja gena SOX5. V samem začetku smo kot matrico 
uporabili cDNACaco-2 pripravljeno z uporabo oligo(dT) začetnikov. Tarčno CDS gena 
SOX6 je dolgo  ̴ 2,4 kb, zato smo liso na gelu pričakovali nekoliko višje kot v primeru 
SOX5. Zaradi alternativnega izrezovanja intronov in povezovanja eksonov lahko pri 
dozorevanju mRNA nastanejo različne transkripcijske variante, ki se med seboj razlikujejo 
v dolžini prepisa. Začetni oligonukleotidi, ki smo jih uporabili pri pomnoževanju matrične 
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cDNACACO-2 zajamejo področje, ki ustreza vsem najpogostejšim 
različicam, na katere smo se osredotočili pri kloniranju. Med seboj se 
razlikujejo v dolžini osrednjega dela CDS.  
Sprva smo uporabili enake pogoje kot pri pomnoževanju gena SOX5 
(že optimizirane pogoje). Iz slike 12 je razvidna slaba ločba 
fragmentov DNA standardnih dolžin in neustrezna dolžina 
pomnoženih produktov PCR. Poleg tega smo zaznali še nespecifična 
produkta, ki sta po vsej verjetnosti nastala zaradi prenizke temperature 




Slika 12: Slika agaroznega gela po ločbi tarčnih produktov iz prvega poskusa PCR reakcije. Na gel smo od leve 
proti desni nanesli lestvico fragmentov standardnih dolžin (1 kb DNA ladder, Nippon Genetics) – M in dve enaki vzorčni 
zmesi – VZ. Ločba je potekala na 1 % agaroznem gelu pri konstantni napetosti 90 V in trajanju 60 minut. Tarčni produkt 
je obkrožen z rdečo, medtem ko sta nespecifična produkta označena s puščico. 
 
Optimizirali smo temperaturo prileganja oligonukleotidnih začetnikov in pogoje 
elektroforezne ločbe (sveža založna in delovna raztopina TAE pufra, ustrezna konstantna 
napetost idr.). Reakcijo optimizacije prileganja začetnikov smo izvedli z gradientom petih 
različnih temperatur, medtem ko so bili preostali pogoji PCR nespremenjeni. Način nanosa 
na gel je prikazan v preglednici XVI. Iz slike 13 je razvidno, da smo pri vseh preizkušenih 
temperaturah dobili produkte, ki ustrezajo pričakovani dolžini CDS gena SOX6 ( ̴ 2,4 kb) – 
tudi pri 63 °C, zato smo sklepali, da za neuspelo pomnožitev v prejšnjem poskusu ni bila 
vzrok temperatura prileganja.  
Preglednica XVI: Razlaga kratic pri nanosu vzorcev na agarozni gel. Oznake od A do E predstavljajo enake vzorčne 
zmesi, ki se med seboj razlikujejo le na podlagi temperature prileganja začetnikov 
M A B C D E 
1 kb DNA 
lestvica (Nippon 
genetics) 
62 °C 63 °C 64 °C 65 °C 66 °C 




Slika 13: Slika agaroznega gela po PCR reakciji z gradientom temperatur prileganja oligonukleotidnih 
začetnikov. Ločba je potekala na 1 % agaroznem gelu, pri konstantni napetosti 90 V in trajanju 60 minut. S puščico so 
označeni tarčni produkti PCR, medtem ko so z  rdečo so v višini  ̴ 250 bp obkroženi nespecifični produkti, katerih 
intenziteta lis pada z višanjem temperature prileganja začetnikov (specifičnost pomnoževanja se zvišuje). 
 
V procesu optimizacije PCR smo preizkusili različne temperature prileganja in na podlagi 
rezultatov smo sklepali, da je optimalna temperatura prileganja oligonukleotidnih 
začetnikov med 62 in 66 °C (za ponovno reakcijo PCR smo izbrali 65 °C). Izolacijo DNA 
iz agaroznega gela smo izvedli iz 4-kratne količine produktov štirih enakih reakcij PCR. 
Preostali pogoji so ostali nespremenjeni glede na prejšnji poskus (preglednica VI). Iz slike 
14 so razvidne izrazite lise, ki glede na vzorec potovanja ustrezajo tarčnemu produktu 
SOX6 (dolžina  ̴ 2,4 bp). Pri dolžini  ̴ 700 bp smo zaznali lise, ki kažejo na sočasni nastanek 
nespecifičnih produktov. Sklepali smo, da je njihovo pomnoževanje posledica nekoliko 
prenizke temperature prileganja oligonukleotidnih začetnikov.  
Po izolaciji tarčnih produktov iz gela smo s spektrofotometrom NanoDropTM One izmerili 
koncentracijo, ki je znašala 45,4 ng/μL. Prav tako smo z meritvami razmerij A260/280 nm in 
A260/230 nm dokazali ustrezno čistost izoliranega produkta. 




Slika 14: Slika agaroznega gela po uspešni PCR reakciji pri kloniranju gena SOX6. Na gel smo od leve proti desni 
nanesli lestvico 1 kb DNA ladder (Nippon Genetics) – M in štiri enake vzorčne zmesi – VZ. Ločba je potekala na 1 % 
agaroznem gelu pri konstantni napetosti 90 V in trajanju 60 minut. S puščico so označeni specifični tarčni produkti PCR, 
medtem ko so z rdečo, v višini  ̴700 bp, obkroženi nespecifični produkti. 
 
4.2.4 Restrikcija plazmida in tarčnih kodirajočih zaporedij genov SOX5 in SOX6 
 
Plazmid pFLAG-CMVTM-2 smo rezali znotraj MCS z restrikcijskima encimoma NotI in 
KpnI. Molekulsko kloniranje genov smo načrtovali tako, da sta plazmida v obeh primerih 
pripravljena na enak način. Dolg je 4679 bp, zato na gelu v primeru učinkovite restrikcije 
pričakujemo liso, ki ustreza tej dolžini. V naravi obstaja večina plazmidnih molekul v 
obliki kompaktne in dodatno zvite DNA (angl. supercoiled DNA) [1]. To lastnost lahko 
zelo učinkovito izkoriščamo pri elektroforezni ločbi, saj molekula zaradi svoje strukture 
lažje in posledično hitreje potuje skozi pore agaroznega gela [1, 81]. Z restrikcijo smo 
molekule plazmidne DNA linearizirali in jih z elektroforezo ločili od nerezanih (krožnih). 
Nezaželeno ponovno zlepljenje rezanih plazmidov smo preprečili z dodatkom encima CIP, 
ki katalizira odstranitev prostih fosfatnih skupin na 5' koncu.  
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Iz slik 15 in 16 je razvidno, da sta na višini med 4 in 5 kb (  ̴  4,7 kb) 
prisotni izraziti lisi, ki ustrezata dolžini rezanega plazmida. Ker gre za 
dvojno restrikcijo, encima izrežeta fragment DNA (35 bp), ki pa je 
prekratek, da bi ga lahko zaznali na gelu. Tako obdelana plazmida 
vsebujeta prosti mesti s komplementarnimi lepljivimi konci, v kateri s 
procesom ligacije vstavimo tarčna vključka. V nadaljevanju smo ju iz 
gela izolirali s pomočjo QIAquick® Gel Extraction kompleta 
(Qiagen) in s spektrofotometrom NanoDropTM One izmerili 





Slika 15: Slika agaroznega gela po restrikciji plazmida pFLAG-CMVTM-2 pri kloniranju gena SOX5. Na gel smo 
od leve proti desni nanesli lestvico standardnih fragmentov DNA (Quick-Load® 1 kb DNA Ladder, NEB) – M in 
restrikcijsko zmes (rezan pFLAG-CMVTM-2) – V. Ločba je potekala  na 1 % agaroznem gelu pri konstantni napetosti 90 
V in trajanju 60 minut. 
 
Slika 16: Slika agaroznega gela po restrikciji plazmida pFLAG-CMVTM-2 pri kloniranju gena SOX6. Na gel smo 
od leve proti desni nanesli lestvico standardnih fragmentov DNA (1 kb DNA Ladder, Nippon Genetics) – M in 
restrikcijsko zmes (rezan pFLAG-CMVTM-2) – V. Ločba je potekala na 1 % agaroznem gelu pri konstantni napetosti 90 V 
in trajanju 60 minut. 
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Preglednica XVII: Koncentraciji rezanih plazmidov po izolaciji iz agaroznega gela  
Rezan plazmid Koncentracija (ng/μL) 
pFLAG-CMVTM-2 (SOX5) 8,9 
pFLAG-CMVTM-2 (SOX6) 6,7 
 
4.2.5 Ligacija tarčnih kodirajočih zaporedij genov SOX5 in SOX6 v plazmid  
 
Izolirani CDS genov SOX5 in SOX6 smo v procesu ligacije vstavili v predhodno rezan 
plazmid. Pri načrtovanju molekulskega kloniranja smo predvideli nastanek 
komplementarnih lepljivih koncev na molekuli vključka in rezanega plazmida, zato lahko 
med nukleotidi pride do tvorbe vezi. CDS tarčnih genov naravno ne vsebujeta izbranih 
restrikcijskih mest, zato smo jih umetno vnesli s previsnimi oligonukleotidnimi začetniki v 
reakciji PCR. Tako pomnožene genske kopije smo rezali na enak način kot molekule 
plazmida. Restrikcijski encim NotI v MCS povzroči nastanek 3' – CCGG – 5' previsa, 
medtem ko KpnI ustvari 3' – CATG – 5' previsno regijo. Enak postopek poteče pri rezanju 
vključkov SOX5 in SOX6, le da nastaneta komplementarni regiji (v smeri 5' proti 3'), ki 
omogočita učinkovito prileganje v rezan plazmid.  
Pred ligacijo smo rezana tarčna fragmenta temeljito očistili z reagenčnim kompletom 
QIAquick® PCR Purification kit (Qiagen) in jima s spektrofotometrom izmerili 
koncentracijo. Vrednosti sta navedeni v preglednici XVIII. 
Preglednica XVIII: V preglednici sta navedeni koncentraciji rezanih vključkov po čiščenju 




Za ligacijo je količina rezanega plazmida in tarčnega fragmenta DNA odvisna od njune 
koncentracije ter dolžine. Z orodjem NEBioCalculator® smo na podlagi dolžine in mase 
plazmida ter dolžine vključka izračunali potreben volumen tarčnih fragmentov DNA [73]. 
Pri večini standardnih kloniranj naj bi molarno razmerje med vključkom in plazmidom 3:1 
zagotavljalo visoko uspešnost izgradnje rekombinantnih plazmidnih molekul [82]. Ker gre 
za ligacijo fragmentov z lepljivimi konci je učinkovitost procesa višja, vendar kljub temu 
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razmerja mas in pogoji inkubacije močno vplivajo na uspešnost reakcije [1]. Iz tega 
razloga smo preizkusili različne ter tako ugotovili najbolj primerne.  
4.2.5.1 Ligacija tarčnega kodirajočega zaporedja gena SOX5 v plazmid  
 
Pri kloniranju gena SOX5 smo preizkusili kako različni pogoji inkubacije vplivajo na 
uspešnost ligacije. Encim T4 DNA ligaza z največjo aktivnostjo katalizira povezovanje 
lepljivih in topih koncev pri temperaturi 16 °C, vendar je prilagojena tako, da jo lahko 
učinkovito uporabimo tudi pri sobni temperaturi. Za ligacijo smo uporabili 50 ng rezanega 
plazmida pFLAG-CMVTM-2 in  ̴ 74 ng tarčnega fragmenta DNA (razmerje 3:1). V procesu 
optimizacije smo vse ligacijske zmesi pripravili na enak način (preglednica X), razlikovali 
so se le pogoji, pri katerih smo jih inkubirali (preglednica XIX). Kljub opravljeni 
defosforilaciji smo morebitno ponovno zlepljenje rezanih plazmidov izključili z uporabo 
negativne kontrole (plazmid brez vključka) [82]. Rezan plazmid smo inkubirali ob 
prisotnosti T4 ligaze in ostalih sestavin ligacijske zmesi.  
Preglednica XIX: V preglednici so navedeni pogoji, pri katerih smo inkubirali testne ligacijske zmesi 
Zaporedna številka ligacijske zmesi  Pogoji inkubacije 
1 2 uri na sobni temperaturi 
2 24 ur na sobni temperaturi 
3 24 ur pri 16 °C 
 
Ustreznost ligacijskih pogojev smo lahko preučili šele po transformaciji plazmidov v 
kompetentne bakterijske celice, saj jim vneseni plazmidi omogočajo razvoj razistence na 
ampicilin in posledično rast na gojišču. V primeru uspešnosti ligacije smo pričakovali rast 
kolonij na trdem gojišču LBA in odsotnost le-teh pri negativni kontroli, saj je združevanje 
rezanih verig plazmida onemogočeno – posledica defosforilacije.     
4.2.5.2 Ligacija tarčnega kodirajočega zaporedja gena SOX6 v plazmid  
 
Za ligacijo smo uporabili ̴ 77 ng CDS gena SOX6 in 50 ng rezanega plazmida, tako da sta 
bila plazmid in vključek v molarnem razmerju 3:1. Na podlagi rezultatov optimizacije 
reakcije pri kloniranju gena SOX5 smo ligacijsko zmes inkubirali 2 uri na sobni 
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temperaturi. Nezaželeno združevanje nukleotidnih verig rezanih plazmidov smo prav tako 
preverili z negativno kontrolo.  
4.2.6 Transformacija plazmidov v kompetentne bakterijske celice E. coli in izolacija 
plazmidnih DNA 
 
Po ligaciji smo molekule plazmidov s toplotnim šokom transformirali v kompetentne 
bakterijske celice E. coli seva DH5α in jih nato nacepili na trdo gojišče LBA. Pričakovali 
smo rast le tistih bakterijskih celic, ki so zaradi sprejetih plazmidov pridobile odpornost na 
uporabljen antibiotik (ampicilin). Ker lahko kljub defosforilaciji rast bakterijskih kolonij 
omogočijo tudi prazni plazmidi smo sočasno transformirali še ligacijsko zmes brez 
vključka. Poleg tega smo z vnosom celega plazmida preverili še postopek transformacije – 
pozitivna kontrola. Ustreznost rasti smo lahko ocenili šele po prekonočni inkubaciji 
transformiranih celic na trdem gojišču LBA.  
Na gojiščih z negativno kontrolo nismo zaznali rasti bakterijskih kolonij. Tako smo pri 
obeh kloniranjih potrdili uspešnost defosforilacije, saj ni prišlo do ponovnega združevanja 
nukleotidnih verig rezanih plazmidov. Kljub temu bi lahko zrastlo nekaj kolonij, saj 
običajno fosfataze ne uspejo obdelati vseh plazmidnih molekul [82]. Na plošči s pozitivno 
kontrolo so zrastle številne kolonije, zato smo lahko potrdili uspešnost transformacije. Pri 
kloniranju gena SOX5 so kolonije zrastle na vseh gojiščih (na posamezno gojišče smo 
nanesli ligacijske zmesi, inkubirane pri različnih pogojih), zato smo sklepali, da so bili 
preizkušeni pogoji ligacije ustrezni (preglednica XIX). Na podlagi tega smo se v 
nadaljevanju odločili za 2 urno inkubacijo pri sobni temperaturi. Tudi pri kloniranju gena 
SOX6 smo na gojišču dobili številne kolonije, kar v kombinaciji z ustreznimi rezultati 
negativne in pozitivne kontrole kaže na uspešnost ligacije ter transformacije. 
Iz plošč smo z aseptično tehniko naključno izbrali kandidatne kolonije, jih sterilno prenesli 
v 4 mL tekočega gojišča LBA in jih čez noč inkubirali pri temperaturi 37 °C. Izolacijo 
plazmidnih DNA smo izvedli po protokolu reagenčnega kompleta QIAprep® Spin 
Miniprep (Qiagen) in jim s spektrofotometrom NanoDropTM One izmerili koncentracijo. 
Vrednosti so navedene v prilogi 2.   
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4.3 POTRDITEV USPEŠNOSTI MOLEKULSKEGA KLONIRANJA  
4.3.1 Potrditvena restrikcijska analiza  
 
Prvi korak k potrditvi uspešnosti kloniranja je analiza izoliranih plazmidnih DNA s 
potrditveno restrikcijsko analizo. Tako lahko pred dokončno določitvijo nukleotidnega 
zaporedja hitro in učinkovito ocenimo prisotnost kloniranih genov. Rekombinantni vektor 
je sestavljen iz plazmidne DNA in vključka, katerih dolžino natančno poznamo. Za 
potrditveno restrikcijsko analizo smo ponovno uporabili NotI in KpnI restrikcijski 
endonukleazi ter pufer 2.1. Prva reže na začetku, druga pa na koncu vključenih CDS genov 
SOX5 in SOX6. V kolikor je bilo molekulsko kloniranje uspešno, po elektroforezni ločbi na 
1 % agaroznem gelu pričakujemo dve lisi. Prva ustreza rezanemu plazmidu pFLAG-
CMVTM-2, medtem ko druga ustreza vključku. 
4.3.1.1 Molekulsko kloniranje gena SOX5 
 
Pri molekulskem kloniranju gena SOX5 smo analizirali vseh 18 izoliranih plazmidov (6 
kolonij iz vsake plošče). V kolikor se v plazmidu nahaja vključek, lahko pričakujemo lisi, 
ki ustrezata dolžini CDS gena SOX5 ( ̴ 2,3 kb) in plazmida pFLAG-CMVTM-2 ( ̴ 4,7 kb). 
Način nanosa restrikcijskih zmesi na gel je prikazan v preglednici XX. Kljub slabši ločbi 
smo na sliki 17 lahko zaznali fragmente DNA standardnih dolžin, ki so nam omogočili 
identifikacijo rezanih plazmidov in vključkov. Pri vzorcih pod zaporedno številko 2, 3, 4 in 
5 smo zaznali šibki lisi, ki bi lahko ustrezali dolžini rezanega plazmida ( ̴ 4,7 kb) ter 
tarčnemu CDS gena SOX5 ( ̴ 2,3 kb). V zadnja dva žepka smo za kontrolo metode dodali 
rezan in nerezan plazmid, vendar nama zaradi slabše ločbe nista podala želenih informacij 
(opazili smo intenzivno pregrevanje gela v desnem delu). V primeru prvega bi pričakovali 
liso v višini standardnega fragmenta DNA, ki označuje velikost ̴ 4,7 kb, medtem ko bi v 
primeru nerezanega pričakovali liso nižje, saj krožna molekula plazmida hitreje prehaja 
pore gela. Kljub temu smo pri vzorcih od 2 do 5 sklepali, da vsebujejo ustrezno CDS gena 
SOX5, saj blage lise ustrezajo pričakovanim dolžinam. Na podlagi rezultatov restrikcijske 
analize smo se odločili, da ustreznost sekvence vključka preverimo z določitvijo 
nukleotidnega zaporedja po Sangerju. 
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Preglednica XX: Razlaga kratic in prikaz nanosa restrikcijskih zmesi na agarozni gel 
M 1 – 18  K1 K2 
Quick-Load® 1 
kb DNA Ladder 
(NEB) 








Slika 17: Slika agaroznega gela po potrditveni restrikcijski analizi (gen SOX5). Ločba je potekala na 1 % agaroznem 
gelu pri konstantni napetosti 90 V in trajanju 60 minut. Z rdečimi puščicami so označene zaporedne številke restrikcijskih 
zmesi, pri katerih smo zaznali prisotnost vključka in plazmida.  
 
4.3.1.2 Molekulsko kloniranje gena SOX6 
 
Pri molekulskem kloniranju gena SOX6 smo iz LBA plošče izolirali in analizirali 5 
kandidatnih molekul plazmidnih DNA. V primeru uspešnega kloniranja smo prav tako 
pričakovali dve lisi, ki ustrezata dolžini gena ( ̴ 2,4 kb) in rezanemu plazmidu pFLAG-
CMVTM-2 ( ̴ 4,7 kb). Način nanosa restrikcijskih zmesi na gel je naveden v preglednici 
XXI. Na sliki 18 smo pri vzorcu pod zaporedno številko 4 zaznali dve lisi, ki ustrezata 
pričakovanima dolžinama vključka in rezanega plazmida. Za potrditev ustreznosti metode 
smo v zadnja dva žepka dodali še nerezan in rezan plazmid. Pri prvemu lahko opazimo 
značilno potovanje dodatno zvite krožne DNA, pri drugemu pa zaznamo liso, ki ustreza 
dolžini ustrezno rezanega plazmida ( ̴ 4,7 kb) – enaka dolžina kot pri vzorcu 4. Na podlagi 
Klemen Mezgec  Magistrska naloga, 2019 
56 
 
izsledkov smo se odločili, da ustreznost sekvence vključka pod zaporedno številko 4 
preverimo z določitvijo nukleotidnega zaporedja po Sangerju. 
Preglednica XXI: Razlaga kratic in prikaz nanosa restrikcijskih zmesi na agarozni gel 
M 1 – 5 K1 K2 
1 kb DNA 
ladder (Nippon 
Genetics) 








Slika 18: Slika agaroznega gela po potrditveni restrikcijski analizi (gen SOX6). Ločba je potekala na 1 % agaroznem 
gelu pri konstantni napetosti 90 V in trajanju 60 minut. Z rdečo puščico je označen vzorec, kjer smo zaznali dve lisi 
ustreznih dolžin (vključek in plazmid). 
 
4.3.2 Potrditev uspešnosti kloniranja z določitvijo nukleotidnega zaporedja 
 
Določanje nukleotidnega zaporedja po Sangerju je ključen del molekulskega kloniranja, saj 
nam omogoča natančno analizo vključene DNA in njenih povezav z molekulo plazmida. 
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Reakcija poteče takrat, ko je matrična molekula v enoverižni obliki, saj je omogočena 
vezava specifičnih oligonukleotidnih začetnikov s prosto hidroksilno skupino na 3' koncu. 
Tako lahko DNA polimeraza dodaja nove nukleotide in gradi komplementarno verigo. 
Metoda je zelo učinkovita, vendar omogoča zanesljivo določitev le do ̴ 750 - 1000 bp 
dolgih nukleotidnih zaporedij fragmentov DNA [1, 83]. V kolikor želimo klonirana CDS 
genov uporabiti za sintezo funkcionalnih proteinov moramo zagotoviti ustrezno ligacijo v 
MCS plazmida in ohranitev ORF. Za zanesljivo analizo vključkov smo uporabili 
oligonukleotidne začetnike, ki so specifični za vključek in uporabljen plazmid. Tako smo 
pridobili več krajših sekvenc, ki smo jih z bioinformacijsko analizo prilegali na človeški 
genom ter tako preverili identiteto in odstotek ujemanja.  
4.3.2.1 Analiza nukleotidnega zaporedja gena SOX5 
 
Za potrditev ustreznosti kloniranja gena SOX5 smo vzorce od 2 do 5 poslali na 
sekvenciranje (GATC). Uporabili smo SOX5 Forward, SOX6 Reverse in CMV Forward 
oligonukleotidne začetnike. SOX5 začetnika smo prav tako uporabili pri PCR, zato se v 
primeru vsebnosti tarčnega vključka vežeta na specifično vezavno zaporedje in tako 
potrdita njegovo prisotnost. Dodatno smo uporabili še CMV Forward začetnik, ki se veže 
na CMV promotorsko zaporedje uporabljenega plazmida pFLAG-CMVTM-2. Ker se nahaja 
pred MCS, v primeru uspešne ligacije zagotovo zajame klonirano CDS gena. Z njim smo 
prav tako preverili, če se vključek nahaja na načrtovanem mestu v plazmidu. Lahko bi 
prišlo do nepričakovane cepitve izven MCS, kar bi v nadaljevanju privedlo do ligacije 
vključka na napačno mesto. V tem primeru bi bilo kloniranje neuspešno, saj ne bi prišlo do 
sinteze N-FLAG označenih transkripcijskih dejavnikov SOX5. Po sekvenciranju smo 
dobljena nukleotidna zaporedja primerjali z referenčnimi različicami v bioinformacijskem 
orodju Nucleotide BLAST. Ker smo klonirali CDS gena, je lahko v procesu dozorevanja 
mRNA prišlo do sinteze različnih prepisov. Na podlagi primerjalne analize smo se 
osredotočili na vzorec pod zaporedno številko 2, saj je izkazoval več kot 99 % stopnjo 
ujemanja z ustrezno referenčno CDS gena SOX5 ( ̴ 2,3 kb). Enake rezultate smo potrdili z 
vsemi uporabljenimi oligonukleotidnimi začetniki. Tako smo dokončno potrdili uspešnost 
molekulskega kloniranja gena SOX5. V prilogi 3 je predstavljeno referenčno nukleotidno 
zaporedje kloniranega gena.  
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4.3.2.2 Analiza nukleotidnega zaporedja gena SOX6 
 
Na podlagi rezultatov potrditvene restrikcijske analize smo se osredotočili le na vzorec 4 
ter ga poslali na sekvenciranje (GATC). Pri določitvi nukleotidnega zaporedja smo 
uporabili SOX6 Forward in Reverse, CMV Forward ter hGH-PA Reverse oligonukleotidne 
začetnike. Prva dva sta specifična za vključek (začetnika za kloniranje), medtem ko sta 
preostala dva specifična za uporabljen plazmid. pFLAG-CMVTM-2 omogoča transkripcijo 
tarčnih genov in posledično translacijo funkcionalnih proteinov. Da lahko nastanejo 
stabilne molekule mRNA, mora vsebovati specifično zaporedje AAUAAA, ki omogoča 
poliadenilacijo in ustrezno zaključevanje - terminacijo [84]. V primeru uporabljenega 
plazmida to zaporedje izvira iz gena za človeški rastni faktor. Ker se nahaja za MCS lahko 
z vezavo specifičnega obratnosmernega začetnika (hGH-PA-Reverse) potrdimo prisotnost 
kloniranega vključka. Molekule plazmida smo dodatno preverili še s CMV Forward 
začetnikom, saj se veže pred MCS. Njuna vloga je pri potrjevanju uspešnosti kloniranja 
zelo pomembna, saj lahko sočasno ugotovimo ali je sekvenca vključka prava in ali se 
nahaja na predvidenem mestu. Po sekvenciranju s SOX6 začetniki (Forward in Reverse) 
smo dobljeni sekvenci primerjali z referenčnimi različicami iz baze podatkov Nucleotide 
BLAST in tako potrdili več kot 99 % ujemanje s tarčno CDS gena SOX6. Analizo smo 
ponovili s sekvencami, pridobljenimi s CMV Forward in hGH-PA Reverse začetniki in 
prav tako dokazali skoraj 99 % ujemanje z ustrezno referenčno različico. Na podlagi 
dobljenih rezultatov smo dokončno potrdili, da vstavljeno zaporedje ustreza CDS gena 
SOX6. V prilogi 4 je predstavljeno referenčno nukleotidno zaporedje kloniranega gena. 
  





Cilj raziskovalnega dela v sklopu magistrske naloge je bil s pomočjo tehnologije 
rekombinantne DNA sintetizirati ekspresijske plazmide, ki vsebujejo tarčni kodirajoči 
zaporedji genov SOX5 in SOX6. Na podlagi analize dobljenih rezultatov smo dokazali, da 
je bilo molekulsko kloniranje v obeh primerih uspešno. Na ta način smo pripravili orodje, 
ki bo omogočalo enostavno in učinkovito sintezo označenih transkripcijskih dejavnikov 
SOX5 in SOX6 ter proučevanje njune vloge v različnih transfeciranih gostiteljskih celicah. 
V nalogi smo uspešnost molekulskega kloniranja genov SOX5 in SOX6 v plazmidni vektor 
pFLAG-CMVTM-2 dokazali z bioinformacijsko sekvenčno analizo rekombinantnih 
plazmidnih molekul. Za dokončno potrditev bi bilo smiselno rezultate potrditi še z metodo 
prenosa western.  
Tekom molekulskega kloniranja smo se srečali s številnimi težavami in omejitvami. Za 
najbolj zahtevno stopnjo se je izkazalo pomnoževanje tarčnega kodirajočega odseka genov 
SOX5 in SOX6. Ugotovili smo, da je za uspešno pomnožitev tarčnega fragmenta DNA 
potrebno preudarno in silico načrtovanje eksperimenta in temeljita stopenjska optimizacija 
reakcijskih pogojev. Optimizacija je pokazala, da so osrednje težave predstavljali 
oligonukleotidni začetniki pri prepisovanju molekul RNA v cDNA in temperatura 
prileganja v reakciji PCR. Nadalje smo dokazali, da je pri kloniranju daljših odsekov 
kodirajočih regij genov priporočljiva uporaba oligo(dT) začetnikov in izvedba PCR s 
temperaturnim gradientom prileganja. Elektroforezna ločba na agaroznem gelu je prav tako 
pomembno vplivala na potek dela. Prišli smo do zaključka, da je za uspešno ločbo 
potrebna sveža in ustrezno pripravljena založna ter delovna raztopina TAE pufra, gel s 
primerno vsebnostjo agaroze glede na dolžino molekul DNA in primerna konstantna 
napetost. Kljub temu, da smo upoštevali lastna opažanja in dognanja iz strokovne literature 
je v nekaterih primerih prišlo do neustrezne ločbe. Z raziskovalnim delom smo dokazali, 
da klasično molekulsko kloniranje kljub preprosti zasnovi zahteva veliko znanja in 
spretnosti. Pričakujemo lahko, da ga bodo v prihodnosti nadomestile metode sestavljanja 
DNA, saj so bistveno hitrejše in tehnično manj zahtevne.  
Transkripcijski dejavniki iz družine SOX so zaradi svoje vsestranskosti in vpletenosti v 
številne fiziološke ter patofiziološke procese primerni za nadaljnje raziskave. V prihodnje 
bi lahko proteina SOX5 in SOX6 uporabili za preučevanje vpliva na uravnavanje izražanja 
kandidatnih genov, povezanih z drugimi boleznimi. Nedavne študije so dokazale 
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vpletenost nekaterih genov iz družine SOX v razvoj rakavih in drugih kompleksnih 
obolenj, zato bi nam boljše poznavanje molekulskih mehanizmov lahko omogočilo odkritje 
novih označevalcev, terapevtskih tarč in inovativnih zdravilnih učinkovin.  
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Sekvence univerzalnih in oligonukleotidnih začetnikov za kloniranje, ki smo jih uporabili 
za določitev nukleotidnega zaporedja kloniranih rekombinantnih plazmidov.  
Ime 
začetnika 
Nukleotidno zaporedje (5' → 3') 
SOX5 
Forward 
5'- CTCCTCGCGGCCGCAATGCTTACTGACCCTGATTTACCTCA – 3' 
SOX5 
Reverse 









5'- CTCCTCGCGGCCGCAATGGGAAGAATGTCTTCCAAGCAAGCCACCT – 3' 
SOX6 
Reverse 
5'- CTCCTCGGTACCTCAGTTGGCACTGACAGCCTCCGG – 3' 
 
  




Izmerjene koncentracije plazmidnih DNA v primeru kloniranja gena SOX5 in SOX6 po 











1 43,5 1 198 
2 200 2 189 
3 250 3 198 
4 371 4 249 

























































Nukleotidno zaporedje predstavlja  ̴ 2,3 kb dolgo CDS gena SOX5, ki smo jo uspešno 
vključili v ekspresijski plazmid pFLAG-CMVTM-2. Z odebeljenim in podčrtanim črnim 
tiskom sta prikazana začetni (ATG) in končni oziroma ustavitveni kodon (TGA). Poleg 
tega sta z zeleno barvo označeni nukleotidni zaporedji, na kateri se prilegata 












































Nukleotidno zaporedje predstavlja  ̴ 2,4 kb dolgo CDS gena SOX6, ki smo jo uspešno 
vključili v ekspresijski plazmid pFLAG-CMVTM-2. Z odebeljenim in podčrtanim črnim 
tiskom sta prikazana začetni (ATG) in končni oziroma ustavitveni kodon (TGA). Poleg 
tega sta z rumeno barvo označeni nukleotidni zaporedji, na kateri se prilegata 
komplementarni regiji previsnih oligonukleotidnih začetnikov za kloniranje gena SOX6. 
